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HOOFDSTUK I 
GEGEVENS UIT DE LITTERATUUR 
1. METHODEN VAN ORGAANKWEEK 
Organen of gedeelten ervan kunnen ongeorganiseerde of georganiseerde groei 
vertonen, wanneer ze in vitro worden gekweekt. Ongeorganiseerde groei treedt 
op, wanneer organen met eiwitsplitsende enzymen (bijvoorbeeld trypsine) wor-
den behandeld en de aldus verkregen celsuspensie in vitro wordt voortgekweekt. 
Men spreekt in dit geval van celkweken. Ze worden met name voor virologisch 
onderzoek veelvuldig toegepast. Ongeorganiseerde groei kan ook optreden, in-
dien organen (of gedeelten ervan) in hun geheel - zonder voorbehandeling met 
eiwitsplitsende enzymen - worden geweekt en worden voorzien van een medium, 
dat rijk is aan groeibevorderende substanties. De meer perifeer gelegen cellen 
van het orgaan of orgaangedeelte gaan zich onder deze omstandigheden van 
kweek snel delen en een ring van ongedifferentieerde cellen vormen om het 
orgaangedeelte, dat ook wel explantaat wordt genoemd. De cellen, welke aan-
wezig zijn in celkweken of zijn uitgegroeid vanuit een explantaat, zijn morfo-
logisch en meestal ook functioneel niet meer te vergelijken met de oorspron-
kelijke cellen, waaruit het orgaan was opgebouwd. 
Door toepassing van speciale methoden van orgaankweek wordt ernaar ge-
streefd het differentiatiestadium, dat organen of gedeelten ervan hebben be-
reikt op het tijdstip, waarop ze bij de gastheer werden weggenomen, tijdens het 
kweken in vitro in stand te houden en ongeorganiseerde groei te verhinderen. 
Aanvankelijk zijn voor orgaankweken vooral organen van embryo's gebruikt, 
later ook organen, die tijdens het postembryonale stadium of zelfs bij volwas-
sen mensen of dieren zijn afgenomen. Wanneer organen of gedeelten ervan, 
welke wij voortaan orgaanfragmenten noemen, volgens één van de methoden 
van orgaankweek op geschikte wijze in kweek zijn gebracht, blijft de onderlinge 
samenhang van de cellen behouden en blijft de functie van het orgaan of or-
gaanfragment meestal aanwezig (Hagmuller en Leslie 1962). Wanneer organen 
of orgaanfragmenten enige tijd worden gekweekt onder optimale omstandig-
heden, blijken zij bij histologisch onderzoek sterk te gelijken op de situatie in 
vivo. Omdat ongeorganiseerde groei na enige tijd toch niet is te vermijden, zijn 
orgaankweken het meest geschikt voor kortdurende experimenten. Histolo-
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gisch onderzoek van orgaankweken is noodzakelijk om het differentiatiestadium 
te controleren, waarin de kweken zich bevinden (Feil 1963). 
De methode van orgaankweek werd in feite voor het eerst toegepast door 
Harrison (1907), maar een meer gericht onderzoek van orgaankweken werd 
eerst door Thomson (1914) verricht. Deze onderzoeker nam waar, dat geïso-
leerde delen van een kippenembryo, zoals tenen en ooglens, zich als geheel 
vergrootten, wanneer ze op een kippenplasmastolsel waren gebracht. De ver-
groting werd door Thomson 'controlled' of georganiseerde groei genoemd. 
Daarnaast onderscheidde hij 'uncontrolled' of ongeorganiseerde groei, waar-
onder de cellen werden verstaan, die vanuit het sneevlak van een orgaanfrag-
ment uitgroeiden. Na de onderzoekingen van Thomson zijn diverse methoden 
van orgaankweek ontwikkeld. De methoden zijn door vele onderzoekers, onder 
wie Strangeways, Feil, Gaillard, Wolff en Haffen, toegepast voor het onderzoek 
van georganiseerde groei en van de functie van embryonale organen of orgaan-
fragmenten. De resultaten van deze onderzoekingen hebben veel bijgedragen 
omtrent onze inzichten in groei en functie van cellen in onderlinge samenhang, 
met name in de embryogenesis en de endocrinologie. Dank zij de toevoeging 
van antibiotica aan orgaankweken was het bovendien mogelijk bacteriële ver-
ontreiniging te voorkomen. 
Het kweken van organen of orgaanfragmenten, welke van volwassen mensen 
of dieren afkomstig waren, bleek eerst goed mogelijk te zijn, nadat enkele spe-
ciale methoden van orgaankweek waren ontwikkeld (Trowell 1954, Schaffer 
1956, Hoorn 1965). De methode, welke door Hoorn (1965) is ontwikkeld, is 
voor ons onderzoek gekozen en wordt in hoofdstuk II beschreven. Voor een 
gedetailleerde beschrijving van verschillende methoden van orgaankweek mo-
gen wij verwijzen naar handboeken over cel- en weefselkweek (o.a. Parker 
1950, Paul 1965). 
2. TOEPASSING VAN ORGAANKWEKEN IN DE VIROLOGIE 
Omdat organen of orgaanfragmenten, welke in vitro werden aangehouden, ge-
leken op de situatie in vivo, is door vele onderzoekers histologisch onderzoek 
verricht van orgaankweken, die met diverse virussen waren beent (o.a. McGo-
wan en Bang 1960, Wolff en medewerkers 1960). Op deze wijze heeft men ge-
tracht een indruk te verkrijgen van het verloop van enkele virusinfecties in vi-
tro. Deze gegevens konden weer vergeleken worden met hetgeen bekend was 
over analoge virusinfecties in vivo. Vervolgens heeft men nagegaan, welke in-
vloed sommige virussen, met name 'respiratore' virussen, uitoefenden op de 
trilhaaractiviteit van orgaankweken, waarin functionerend trilhaarepitheel aan-
wezig was (Barski en medewerkers 1957,1959, Bang en medewerkers 1958 en 
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1960, Hoorn 1964). Ook heeft men onderzocht of virussen zich in deze kweken 
konden vermenigvuldigen. Bovendien is de methode van orgaankweek met suc-
ces gebruikt voor de isolatie van virussen, met name van enkele rhinovirussen, 
die niet te isoleren waren in celkweken (Tyrrell en Bynoe 1965, Hoorn en mede-
werkers 1966). Verder is de methode van orgaankweek toegepast voor onder-
zoek naar de antivirale werking van enkele stoffen (Tyrrell en medewerkers 
1965 en 1966). 
Onderzoekingen met virus in orgaankweken werden voor het eerst door Stein-
hart, Israeli en Lambert (1913) verricht. Deze onderzoekers toonden aan, dat 
vacciniavirus enkele weken kon overleven, wanneer dit virus op cornea-explan-
taten was geënt. Meer systematisch onderzoek vond plaats, nadat betere me-
thoden van orgaankweek (Feil en Robinson 1929, Trowell 1954, Chen 1954, 
Schaffer 1956) waren ontwikkeld. 
Vaccinia- en herpes simplexvirus werden door Bang en Niven (1958), en 
McGowan en Bang (1960) geënt op orgaankweken van huidfragmenten, welke 
afkomstig waren van menselijke embryo's. De kweken, die enkele dagen later 
histologisch werden onderzocht, vertoonden insluitsels in het cytoplasma en de 
kern van de epitheelcellen, die kenmerkend zijn voor deze virussen. Uit het 
onderzoek van Rickenbacher (1964) is het bekend, dat de veranderingen, welke 
volgden op infectie van orgaankweken van huidfragmenten met vacciniavirus, 
eerst optraden, nadat de embryonale huidfragmenten een bepaald difierentia-
tiestadium hadden bereikt; weinig gedifferentieerde kweken van huidfragmen-
ten, afkomstig van zeer jonge embryo's, vertoonden geen afwijkingen, wanneer 
ze beent waren met vacciniavirus. 
Orgaankweken van huidfragmenten, welke afkomstig waren van kippenem-
bryo's, en die beent waren met kippepokken (fowlpox)-virus, vertoonden even-
eens kenmerkende cellulaire veranderingen en virusinsluitsels zoals Bollinger 
lichaampjes in de epitheelcellen (Wolff en Goube de Laforest 1960). Het was 
mogelijk 'fowlpox'-virus minstens 10 maal te passeren in kweken van huidfrag-
menten van kippenembryo's (Goube de Laforest 1960). Ook vacciniavirus bleek 
kenmerkende afwijkingen te kunnen geven in kweken van huidfragmenten af-
komstig van kippenembryo's (Hodges 1964a), waarbij tevens een toeneming 
van de titer van vacciniavirus in deze kweken kon worden vastgesteld. Vaccinia-
virus, dat 10 maal in deze orgaankweken was gepasseerd (Hodges 1964b), bleek 
identiek aan het oorspronkelijke virus, wat betreft hemagglutinerende eigen-
schappen, infectietiter en neurovirulentie voor de muis. Slechts pokvorming in 
vivo bleek na tienmalige passage van vacciniavirus in orgaankweken anders te 
verlopen als voor de oorspronkelijke stam, hetgeen door Hodges (1966) als een 
mogelijke selectie van een variant werd beschouwd. Vacciniavirus veroorzaakte 
eveneens voor dit virus kenmerkende pathologische veranderingen na enting 
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in kweken van hoomvliesfragmenten afkomstig van konijnen (Kantoch en 
Kuczkowska 1964). Het was mogelijk het virus in deze orgaankweken te passe-
ren. Uit deze onderzoekingen blijkt dat orgaankweken van huidfragmenten, 
welke van verschillende species afkomstig zijn, gevoelig zijn voor vacciniavirus. 
Ook in vivo is vacciniavirus pathogeen voor verschillende soorten dieren. Bij 
alle genoemde onderzoekingen waren plasma, serum en vaak ook embryo-ex-
tract in het onderhoudsmedium aanwezig. Door enkele onderzoekers, onder 
wie McGowan en Bang, werd aangegeven, dat dedifferentiatie of necrose in 
orgaankweken was opgetreden. 
Er zijn verschillende onderzoekingen verricht naar de groei van tumorvirussen 
in orgaankweken. Orgaankweken van speekselklierfragmenten, afkomstig van 
muizen, werden door Dawe en Law (1959) beent met Polyomavirus en op be-
paalde tijden histologisch onderzocht. Er werd een actieve proliferatie van tu-
morcellen in deze kweken gezien. De uitgroei van tumorcellen was het duide-
lijkst aan te tonen in kweken van speekselklierfragmenten, welke afkomstig 
waren van volwassen muizen (Dawe 1960). De onderzoekers merkten op, dat 
het histologische beeld van de proliferatie van tumorcellen in vitro veel gelij-
kenis vertoonde met het beeld van analoge tumoren in vivo. Op den duur tra-
den er in het centrum van de fragmenten, die in vitro werden gekweekt, pro-
gressieve necrose en atrofie op. 
Polyomavirus werd door Saxen en medewerkers (1962) geënt op orgaankweken 
van nierrudimenten van muizen. Voor Polyomavirus kenmerkende laesies in 
het mesenchym konden door middel van histologisch onderzoek worden aan-
getoond, terwijl ook met behulp van electronenmicroscopisch onderzoek 
(Wartiovaara, Saxen en Vainio 1965) partikels, die kenmerkend waren voor 
Polyomavirus, in de mesenchymcellen werden gevonden. Orgaankweken van 
buikhuidfragmenten, die afkomstig waren van muizenembryo's, werden door 
Lasfarques en medewerkers (1960 en 1965) beent met 'mouse mammary tumor 
agent'. Door middel van histologisch onderzoek van deze kweken was te zien, 
dat tumorcellen vanuit het epitheel in de omgevende weefsels uitzwermden. 
Orgaankweken van huidfragmenten, welke waren afgenomen bij pasgeboren 
konijnen, werden door de Mayer (1962) beent met 'rabbit papilloma'-virus 
(Shope). Histologisch onderzoek toonde aan, dat vanaf de 10e dag, nadat de 
kweken met virus waren beent, een duidelijke proliferatie van epidermiscellen 
optrad. In met virus beënte orgaankweken van huidfragmenten, die afkomstig 
waren van volwassen konijnen, trad ook proliferatie van epidermiscellen op, 
maar minder duidelijk. Uit deze onderzoekingen blijkt, dat het mogelijk is met 
behulp van orgaankweken 'inductie' van tumoren in vitro te bestuderen. In 
enkele gevallen bleek de tumorgroei in vitro overeenkomst te vertonen met de 
groei van analoge tumoren in vivo. 
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3. TOEPASSING VAN ORGAANKWEKEN VAN LUCHTWEGORGANEN 
VOOR VIROLOGISCH ONDERZOEK 
Orgaankweken van luchtwegorganen, waarin trilhaaractiviteit kan worden 
waargenomen, stellen ons in staat om de functie van het trilhaarepitheel te 
controleren. Indien het trilhaarepitheel door vermenigvuldiging van virus wordt 
beschadigd of vernietigd, kan na enige tijd de trilhaaractiviteit verminderen of 
verdwijnen. Uit onderzoekingen van Barski en medewerkers (1957) bleek, dat 
poliovirus type 1 en adenovirus type 1 geen nadelige invloed uitoefenden op de 
trilhaaractiviteit van orgaankweken van bronchusfragmenten, afkomstig van 
menselijke embryo's of volwassenen, en evenmin op de trilhaaractiviteit van 
orgaankweken van tracheafragmenten van rhesusapen. GededifTerentieerde cel-
len, welke in de kweken aanwezig waren, werden echter wel door deze virussen 
vernietigd. Dezelfde verschijnselen werden waargenomen bij proeven met or-
gaankweken van fragmenten van de tuba Fallopii' van volwassen mensen en 
van konijnen (Barski en medewerkers 1959). De trilhaaractiviteit van deze kwe-
ken nam echter zeer snel af, wanneer ze beent werden met herpes simplex- of 
vacciniavirus. Daarentegen werden door Maddi (1963) in orgaankweken van 
bronchusepitheelfragmenten van mensen binnen enkele dagen cytopathologi-
sche effecten waargenomen, wanneer deze kweken waren beent met adenovirus 
type 3. Door middel van histologisch onderzoek werden bovendien voor ade-
novirus kenmerkende, cytoplasmatische en nucleaire insluitsels in de epitheel-
cellen van deze kweken gezien. Ook uit het onderzoek van Hoorn (1964) bleek, 
dat adenovirus in staat was cytopathologische veranderingen in orgaankweken 
van luchtwegen te veroorzaken. 
Kweken van neus-, trachea- en bronchusfragmenten, afkomstig van menselijke 
embryo's en volwassenen, werden evenals gelijksoortige kweken, welke afkom-
stig waren van fretten en kippen, door Bang en Niven (1958) beent met virus-
sen, die luchtweginfecties kunnen veroorzaken. 'Common cold' virus en. influ-
enza Ai-virus veroorzaakten geen functionele en morfologische veranderingen 
in het trilhaarepitheel van kweken van menselijke embryonale tracheafragmen-
ten. De WS-stam van influenza A-virus vernietigde binnen enkele dagen het 
trilhaarepitheel in kweken van neusfragmenten, afkomstig van fretten. Orgaan-
kweken van tracheafragmenten van kippen werden beent met een virulente stam 
van Newcastle disease virus (NDV). Ze vertoonden binnen enkele dagen een 
uitgebreide necrose van het epitheel, terwijl de trilhaaractiviteit eveneens ver-
dween. Wanneer een minder virulente of vaccinstam van NDV in deze kweken 
werd geënt, trad een hyperplasie van het trilhaarepitheel op ; de trilhaaractivi-
teit werd slechts in geringe mate gestoord. De titer van NDV in de kweken bleek 
in beide gevallen toe te nemen. Butler (1965) heeft eveneens een verschil in 
13 
cytopathologische werking voor orgaankweken van kippentracheafragmenten 
tussen virulente en avirulente stammen van NDV waargenomen. Deze onder-
zoeker nam bovendien waar, dat de histologische afwijkingen op celniveau veel 
overeenkomst vertoonden met de veranderingen, die NDV in celkweken of 
'monolayers' teweegbracht. Door middel van electronenmicroscopisch onder-
zoek van trilhaarepitheelcellen van kweken van kippentracheafragmenten, die 
beent waren met de weinig virulente vaccinstam van NDV, kon door Bang 
(1959) geen duidelijke afwijkingen in deze cellen worden aangetoond, hoewel 
de cellen toch virus hadden geproduceerd. Deze onderzoekingen wijzen er dus 
op, dat epitheelcellen in orgaankweken virus kunnen produceren zonder door 
virusvermenigvuldiging vernietigd te worden. Huang en Bang (1961 en 1964) 
hebben door middel van orgaankweken een verschil in eigenschappen aange-
toond tussen influenzavirus en vacciniavirus. Ze namen waar, dat de opbrengst 
van influenzavirus in kweken van huidfragmenten, afkomstig van kippenem-
bryo's, hoger was wanneer de kweken waren aangelegd in een medium met 
overmaat vitamine A. Uit de litteratuur (Feil en Melanby 1952, Aydelotte 1963) 
was het bekend, dat kweken van huidfragmenten, afkomstig van kippenem-
bryo's, een muceuse metaplasie van het epitheel vertoonden, indien overmaat 
vitamine A aan het onderhoudsmedium werd toegevoegd. Vacciniavirus ver-
menigvuldigde zich veel minder goed in dergelijke kweken in vergelijking met 
de groei van dit virus in kweken, welke niet met overmaat aan vitamine A wa-
ren behandeld. 
In alle genoemde onderzoekingen werd plasma of serum al dan niet met em-
bryo-extract aan het onderhoudsmedium toegevoegd. Gededifferentieerde groei 
van cellen vanuit orgaankweekfragmenten werd in een aantal gevallen (Butler 
1964) waargenomen. Bij de methode van orgaankweek, die beschreven is door 
Hoorn (1964) en Hoorn en Tyrrell (1965), werd synthetisch medium gebruikt. 
In synthetisch medium zoals 'Tissue Culture' (TC) medium 199 (Morgan en 
medewerkers 1950), zijn geen specifieke of aspecifieke virusremmers, welke in 
plasma of serum kunnen voorkomen, aanwezig. Bovendien bleef gededifferen-
tieerde groei vanuit orgaanfragmenten tot een minimum beperkt, wanneer syn-
thetisch medium werd gebruikt. Hoorn en Tyrrell (1965, 1966 a en b) hebben 
met behulp van de door hen beschreven methode orgaankweken aangelegd van 
neus- en (of) tracheafragmenten, die afkomstig waren van menselijke embryo's, 
apen, konijnen en fretten. Ze hebben onderzoekingen gedaan naar de vermenig-
vuldiging van verschillende virussen in deze kweken. Verder hebben Hoorn, 
Tyrrell en medewerkers orgaankweken gebruikt voor de isolatie van virussen 
bij patiënten met luchtweginfecties. Zij hebben met behulp van deze methodiek 
enkele rhinovirussen geïsoleerd, die niet konden worden gekweekt in celkwe-
ken, o.a. in kweken van menselijke diploide cellen en menselijke embryonale cel-
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len (Tyrrell en Bynoe 1965, Hoorn en medewerkers 1966, Hoorn en Tyrrell 
1966b). Wij willen niet een overzicht geven van alle onderzoekingen, die door 
Hoorn, Tyrrell en medewerkers zijn verricht, maar alleen de uitkomst noemen 
van enkele proeven met Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1. 
Het bleek, dat Sendai-virus in staat was zich te vermenigvuldigen in orgaan-
kweken van frettentrachea. Het trilhaarepitheel werd hierbij vernietigd. Sendai-
virus vermenigvuldigde zich slechts in geringe mate in kweken van tracheafrag-
menten van menselijke embryo's; het trilhaarepitheel en de trilhaaractiviteit 
werden nauwelijks beïnvloed. Ook virus, dat herhaalde malen in orgaankweken 
was gepasseerd, oefende slechts weinig effect uit op het trilhaarepitheel. De ti-
ters van Sendai-virus in kweken van tracheafragmenten van menselijke embryo's 
waren ongeveer even hoog als die in orgaankweken zonder trilhaarepitheel, 
zoals kweken van palatum- of oesophagusfragmenten van menselijke embryo's. 
Daarentegen vermenigvuldigde Parainfluenzavirus type 1 zich in sterke mate in 
orgaankweken van tracheafragmenten van menselijke embryo's. Na enkele pas-
sages van dit virus in orgaankweken veroorzaakte het tevens destructie van het 
trilhaarepitheel. 
4. ORGAANKWEKEN VAN LUCHTWEGORGANEN 
Reeds vele jaren geleden (Oppel 1913, Carleton 1925) is erop gewezen, dat in 
orgaankweken van luchtwegorganen trilhaaractiviteit waarneembaar is. Na ver-
loop van enige tijd - enkele dagen tot twee weken - vermindert de trilhaaracti-
viteit en verdwijnt daarna (Strelin 1929, Schopper 1935), terwijl tevens dediffe-
rentiatie van de orgaanfragmenten optreedt. Door een aantal onderzoekers 
(Proetz en Pfingsten 1936, Rose en medewerkers 1949, Hoch-Ligeti en Hobbs 
1958, Crocker en Pele 1960, Chesterman en Franks 1960, Kent en medewerkers 
1965) werden orgaankweken van luchtwegorganen in een onderhoudsmedium 
aangehouden, waarin plasma, serum en vaak ook kippenembryo-extract aan-
wezig was. Trowell (1959) was de eerste onderzoeker, die een geheel synthetisch 
medium voor orgaankweken van trachea-, bronchus- en longfragmenten, af-
komstig van volwassen ratten, heeft toegepast. De kweken vertoonden gedu-
rende tenminste 9 dagen trilhaaractiviteit en behielden gedurende deze periode 
hun differentiatie. 
Trowell (1954 en 1959) heeft erop gewezen, dat kweken van orgaanfragmenten, 
welke afkomstig zijn van volwassen mensen of dieren, veel minder bestand zijn 
tegen de relatieve anoxie, welke in orgaankweken aanwezig is, dan kweken van 
orgaanfragmenten van embryo's. Als gevolg van de relatieve anoxie treedt op 
den duur een centrale necrose in de orgaanfragmenten op, welke in een later 
stadium wordt gevolgd door necrose van het epitheel. Necrose, ook van tril-
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haarepitheel, is niet te vermijden, omdat is aangetoond (Dameron 1961, Ayde-
lotte 1965), dat het epitheel voor zijn normale ontwikkeling en instandhouding 
afhankelijk is van het onderliggende of omgevende stroma of mesenchym. 
Franks (1963) spreekt dan ook van een epitheel-stroma complex, dat de basis 
vormt voor vorm en functie van orgaankweken. Orgaankweken van luchtweg-
organen, vooral kweken, welke bestaan uit orgaanfragmenten van volwassen 
mensen of dieren, kunnen slechts voor kortdurende experimenten worden toe-
gepast, omdat zowel het optreden van necrose in de fragmenten als ongeorga-
niseerde groei vanuit de fragmenten op den duur niet te vermijden is. Wanneer 
de fragmenten echter op de juiste wijze en onder optimale omstandigheden in 
kweek zijn gebracht, blijft de trilhaaracitiviteit als functie van het trilhaarepi-
theel gedurende minstens 10 dagen intact. 
De trilhaaractiviteit is in 1683 ontdekt door A. van de Heyde en 12 jaar later 
bij Paramecium door Antonie van Leeuwenhoeck in zijn Arcana Naturae be-
schreven. Purkinje en Valentin toonden in 1834 trilhaarepitheel aan bij mam-
malia, terwijl Sharpey in 1835 wees op de werking van trilharen in de neus en 
neusbijholten van het konijn. Trilharen spelen een belangrijke rol bij diverse 
physiologische processen als voortbeweging (paramecium), voedselopname en 
respiratie, o.a. bij mollusken, en bij het schoonhouden van ruimten met een 
starre wand (neus, bijholten, trachea en bronchi bij mammalia). Het is vooral 
deze laatste functie van de trilharen of cilia, die nadere aandacht verdient. 
In 1895 publiceerden St Clair Thomson en Hewlett een artikel over het afweer-
mechanisme van de bovenste luchtwegen, waarbij op het belang van de trilhaar-
beweging gewezen werd. Al dan niet schadelijke partikels worden opgevangen 
in de 'slijmdeken', die het epitheel bedekt. De slijmdeken wordt geproduceerd 
door submuceuse klieren in samenwerking met de bekercellen in het epitheel. 
De samenstelling van de slijmdeken werd bestudeerd door Proetz (1934); ze 
bleek te bestaan uit 3 % mucine, 2 % vaste stoffen, waaronder zouten, en 95 % 
water. De concentratie van mucine in de slijmdeken bepaalt de viscositeit; het 
bleek, dat de viscositeit geen invloed heeft op de trilhaarfrequentie, maar wel 
op de amplitudo van de trilhaarslag (Gosselin 1958). De slijmdeken wordt door 
de actief bewegende trilharen voortbewogen : 2-3 cm per minuut in de neus en 
3,5 cm per minuut in de trachea bij katten (Negus 1949). 
Lucas en Douglas (1933) onderzochten met behulp van koolpoeder en O.I. inkt, 
in welke richting de slijmdeken zich op de laterale neuswand bij dieren en de 
mens bewoog. Bij verschillende dieren (muis, rat, konijn en schaap) beweegt de 
slijmdeken zich naar voren (neusgaten) en beneden (neusbodem), terwijl bij de 
mens en de aap de slijmdeken naar achteren naar de nasopharynx wordt be-
wogen. In trachea en bronchi blijkt de slijmdeken spiraalsgewijs in de richting 
van de klok omhoog te worden bewogen (Barclay en medewerkers 1937). 
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Hoewel door enkele onderzoekers (Cailleau en medewerkers 1958, Bang 1959) 
erop werd gewezen, dat productie van mucus in kweken van trachea- of bron-
chusfragmenten mogelijk is, speelt de mucusdeken in orgaankweken een onder-
geschikte rol, omdat mucus, dat eventueel wordt geproduceerd, in het onder-
houdsmedium snel wordt verdund. Toch blijken in orgaankweken eventueel aan-
wezige partikels, waaronder afgestoten cellen en erythrocyten, door de trilhaar-
activiteit in een bepaalde richting te worden voortbewogen. 
De trilharen bewegen zich in een vlak. We kunnen hierbij 2 fasen onderscheiden 
(Tremble 1948), namelijk een snelle voorwaartse beweging ('effective stroke') 
en een langzame achterwaartse beweging, waarbij de trilhaar gebogen wordt 
('recovery stroke'). De onderlinge samenwerking der trilharen is niet synchroon, 
maar metachroon; de ene trilhaar volgt in beweging op de andere (Gray 1928). 
De onderlinge activiteit vertoont bovendien een antiplectisch patroon (Knight-
Jones 1954); de metachrone 'golven' bewegen zich in een richting tegenoverge-
steld aan die van de 'effective stroke' en zijn dus tegenovergesteld aan de voort-
beweging van de vloeistof (Proetz 1953, Sleigh 1966). 
Bij mytilis edulis is aangetoond, dat de trilhaaractiviteit wordt beïnvloed door 
electrische prikkeling van het viscerale ganglion (Aiello en Guideri 1964). Dit 
is ook het geval in het palatumepitheel van de kikker. Het is echter niet waar-
schijnlijk, dat viscerale zenuwen invloed uitoefenen op de trilhaaractiviteit bij 
mammalia (Fawcett 1961, Gosselin 1966). Een aantal andere factoren blijken 
wel van invloed te zijn op de trilhaaractiviteit, met name in kweken van orgaan-
fragmenten. Wanneer orgaankweken met trilhaarepitheel bij een hogere tem-
peratuur worden geïncubeerd, neemt de trilhaarfrekwentie toe, maar terwijl 
vanaf 33 "С de frekwentie nog wel toeneemt, neemt de amplitudo van de tril-
haarslag niet meer toe. Bij 43° tot 44°C treedt onherstelbare beschadiging van 
de trilhaaractiviteit op (Gray 1928, Proetz 1953). De trilhaarfrekwentie is opti­
maal bij een temperatuur tussen 28°C en 35°C (Proetz 1934). De trilhaarfre­
kwentie bedraagt dan 160-250 per minuut (Tremble 1948, Negus 1949) en vol­
gens Proetz (1953) zelfs 720 per minuut. 
Vochtigheid is essentieel voor het voortbestaan van de trilhaaractiviteit. Uit­
droging van het trilhaarepitheel heeft directe stilstand van de trilhaarbeweging 
tot gevolg, die vaak onherstelbaar is (Proetz 1934, Negus 1949, Tremble 1953, 
Bang en Bang 1961). In vivo beschermt de slijmdeken het trilhaarepitheel tegen 
uitdroging (Negus 1958). 
De trilhaaractiviteit is meer resistent tegen verhoging van de pH naar de alka­
lische kant dan tegen een meer zure pH. Natriumbicarbonaat in een eindcon-
centratie van 1 % had geen schadelijke invloed op de trilhaarbeweging (Negus 
1934,1949). Greenwood en medewerkers (1946) toonden aan, dat penicilline in 
concentraties van 200-500 E/cc in vitro geen invloed op de trilhaaractiviteit 
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had, hetgeen bevestigd werd door Proetz (1953). Streptomycine in concentraties 
van 100-500 E/cc had evenmin invloed op de trilhaaractiviteit (Greenwood en 
medewerkers 1946). Voor orgaankweken van trilhaarepitheel is isotonic van 
het medium noodzakelijk, hoewel de trilhaaractiviteit relatief resistent is tegen 
licht hypertone oplossingen (Negus 1949). De trilhaaractiviteit kan korte tijd 
onder anaërobe omstandigheden blijven voortbestaan. Een gasmengsel, waarin 
zuurstof aanwezig is, blijkt echter noodzakelijk om de trilhaaractiviteit in or-
gaankweken langdurig aan te tonen (Gray 1928). 
5. MORFOLOGIE EN PATHOLOGIE VAN HET TRILHAAREPITHEEL 
VAN DE LUCHTWEGEN 
Aangezien histologisch onderzoek van orgaankweken noodzakelijk is voor con-
trole van het differentiatiestadium, waarin de orgaankweek zich bevindt, willen 
wij enkele opmerkingen maken over de histologische structuur van de lucht-
wegen van muizen. Voor een beschrijving van de anatomie van de luchtwegen 
van de muis mogen wij verwijzen naar handboeken over dit onderwerp (o.a. 
Lauche 1958). Wanneer een doorsnede van neus of trachea wordt gemaakt, 
kunnen wij onder meer de volgende structuren waarnemen : meemjig epitheel 
van het cylindertrilhaartype; een basale membraan, die bestaat uit een dicht 
netwerk van fijne reticulaire en collagene vezels; de lamina propria, waarin 
ondermeer fibroblasten, lymphocyten en macrophagen aanwezig zijn, en de 
submucosa, waarin de overigens bij de muis schaars aanwezige tubulo-alveo-
laire klieren met mucus producerende cellen voorkomen. De histologische struc-
tuur van de long is onder meer door Hatch en Gross (1964) beschreven. 
Aangezien uitvoerige histologische en electronenmicroscopische studies zijn ver-
richt over de structuur van het epitheel van neus en trachea bij ratten (o.a. 
Dalhamn 1956, Rhodin 1956 en 1959, Brettschneider 1958, Stockinger 1963) 
zullen zowel uitkomsten van onderzoekingen bij ratten als van onderzoekingen 
bij muizen worden vermeld. De gegevens betreffende beide diersoorten zullen 
niet afzonderlijk worden besproken, maar tesamen. Dit lijkt geoorloofd, omdat 
de histologische structuren van de luchtwegorganen bij beide species niet we-
zenlijk van elkaar verschillen (Karrer 1956). Bij nader onderzoek blijkt het epi-
theel van de luchtwegen van rat en muis uit verschillende soorten cellen te zijn 
samengesteld. 
Basale cellen. Basale cellen bevinden zich op of nabij de basaalmembraan. Zij 
vertegenwoordigen een weinig gedifferentieerd celtype. Het is mogelijk, dat an-
dere cellen hieruit zijn ontstaan (Rhodin 1959). Basale cellen zouden ook een 
functie van macrophagen kunnen hebben (Rhodin en Dalhamn 1956, Leeson 
1961). 
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Intermediaire cellen. Intermediaire cellen houden contact met de basaalmem-
braan. Aan de oppervlakte bevinden zich onregelmatige uitstulpingen van het 
cytoplasma, welke door Stockinger (1963) cytofila werden genoemd. Sommige 
onderzoekers spreken van 'brush' cellen. Het is mogelijk, dat deze cellen een 
rol spelen bij de resorptie (Rhodin en Dalhamn 1956, Brettschneider 1958, 
Leeson 1961). 
Bekercellen. Bekercellen dragen bij aan de vorming van de mucusdeken, die op 
het epitheel wordt gevormd. De granulae van mucus worden in het basale deel 
van deze cellen gevormd en verplaatsen zich, terwijl ze in grootte toenemen, 
naar de periferie van de cel, waar ze met een deel van het cytoplasma worden 
afgestoten. De bekercellen zouden in staat zijn minstens 2 maal mucus te pro-
duceren volgens het juist beschreven proces, voordat ze zelf uit het epitheel 
worden afgestoten (Rhodin 1966). 
Trilhaarcellen. Er zijn minstens 5 maal zoveel trilhaarcellen als mucus produ-
cerende cellen. De trilhaarcel heeft contact met de basaalmembraan. De lumen-
zijde van deze cellen is voorzien van trilharen. De celmembraan vormt tussen 
de trilharen microvilli, die zich vanuit het oppervlak van de cel uitbreiden 
(Fawcett en Porter 1954). 
De trilharen zijn 5-7 micron lang en hebben een diameter van 0,2-0,3 micron. 
Volgens Proetz (1953) zouden er per cel 1000 trilharen kunnen voorkomen, vol-
gens anderen is dit aantal 200-300 (Rhodin en Dalhamn 1956, Negus 1958, 
Rhodin 1959, 1966, Leeson 1961). Jensen heeft reeds in 1887 waargenomen, dat 
de trilharen, die ook wel ciliën worden genoemd, een inwendige structuur bezit-
ten. Ze zijn samengesteld uit 2 centrale en 9 perifere vezels of fibrillen. Deze 
structuur komt zowel voor bij trilharen van planten (Mantón en Clarke 1952) 
als bij trilharen van vertebraten (Engström en Wersäll 1952, Fawcett en Porter 
1952 en 1954). Bij dwarsdoorsnede van het cilium blijken de 2 centrale fibrillen 
duidelijk van elkaar gescheiden te zijn. De twee centrale fibrillen liggen in een 
vlak loodrecht op het vlak, waarin het cilium beweegt (Fawcett 1961); ze zijn 
mogelijk door een centrale schede omgeven (Gibbons 1961). De 9 perifere fi-
brillen zijn ieder uit 2 subfibrillen samengesteld en deze subfibrillen zouden ieder 
weer uit 10 tot 15 filamenten bestaan (Rhodin 1966). De perifere fibrillen bevat-
ten twee uitstulpingen, aan binnen- en buitenzijde, die wijzen in de richting van 
de klok; ze worden ook wel 'armen' genoemd (Afzelius 1959, Gibbons en Grim-
stone 1960). Bij de overgang van de trilhaar in het cytoplasma van de cel vor-
men de perifere fibrillen een soort koker voor het basale lichaam van de trilhaar. 
Het basale lichaam is asymmetrisch. De basale lichaampjes van de trilharen zijn 
misschien de motorische centra voor de trilhaarbeweging (Tremble 1953, Rho-
din 1959). De impuls voor de trilhaarbeweging zou dan via de 2 centrale fibrillen 
worden geleid naar de perifere fibrillen, welke contractiele eigenschappen be-
19 
zitten (Fawcett 1961). Trilharen kunnen ook zonder basaallichaam langdurig 
actief blijven bewegen, wanneer ze in een oplossing worden gebracht, die rijk 
is aan adenosinetrifosfaat (Brokaw 1966). 
Trilhaarepitheel en mucusdeken vormen een belangrijke barrière tegen het bin-
nendringen van micro-organismen, zoals onder meer blijkt uit het onderzoek 
van Laurenzi en medewerkers (1963 en 1966). Bovendien kunnen in de mucus 
antivirale stoffen voorkomen (Artenstein en medewerkers 1964). Sommige vi-
russen zijn onder bepaalde omstandigheden toch in staat deze barrière te door-
breken en het trilhaarepitheel te vernietigen. De orgaankweek van luchtwegor-
ganen biedt de mogelijkheid om dit proces in vitro te bestuderen. Het is van 
belang niet alleen de virusproductie in orgaankweken te meten, maar tevens his-
tologisch onderzoek van de kweken te verrichten. Hoewel de situatie in vitro 
niet identiek is aan de omstandigheden in vivo, onder meer door afwezigheid 
van de mucusdeken en het ontbreken van een eventuele aspecifieke afweer van 
de gastheer, is toch door verschillende onderzoekers, onder wie McGowan en 
Bang (1960), Hoorn (1964) en Butler (1965), gewezen op de overeenkomsten 
van histopathologische beelden van virusinfecties in vitro (in orgaankweken) en 
in vivo. Vele onderzoekers hebben studies verricht over de histopathologische 
veranderingen van de luchtwegen bij mensen en dieren, die met virussen zijn 
geïnfecteerd. Wij willen ons beperken tot een bespreking van de afwijkingen 
door parainfluenzavirussen. Bij muizen, die met Sendai-virus waren besmet 
(Fukumi en medewerkers 1954), werden afwijkingen van het bronchusepitheel 
gevonden. Twee dagen na de besmetting toonde het epitheel een gezwollen 
aspect; de celkernen waren onregelmatig gerangschikt. Vervolgens werden som-
mige epitheelcellen, die gedegenereerd waren, uit het epitheel afgestoten, terwijl 
herstel van andere cellen optrad. Vier tot 7 dagen na besmetting van muizen 
met Sendai-virus werden in de longen afwijkingen gevonden (Noda 1953). Het 
beeld kwam overeen met dat van bronchopneumonie. De alvéolaire septa wa-
ren verdikt, terwijl het bronchusepitheel plaatselijk degeneratie en necrose ver-
toonde. Na passage van Sendai-virus in muizen bleek eveneens plaatselijk ne-
crose van het bronchusepitheel te kunnen optreden (Jensen en medewerkers 
1955). Door verschillende onderzoekers (Noda 1953, Fukumi en medewerkers 
1954, Tennant en medewerkers 1966) is opgemerkt, dat de histologische bevin-
dingen in de luchtwegen van muizen, die met Sendai-virus waren besmet, veel 
overeenkomst vertoonden met het histologische beeld bij muizen, welke met in-
fluenzavirus waren besmet. De necrotische afwijkingen en het afstoten van het 
trilhaarepitheel bleken echter niet zo ernstig te zijn als die na infectie met in-
fluenza virus. Bovendien traden de afwijkingen bij muizen, die met Sendai-virus 
waren besmet, later op. Bij hamsters, die met Parainfluenzavirus type 3 waren 
besmet (Buthala en Soret 1964), werden tussen de 3e en de 7e dag na infectie 
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afwijkingen gevonden. Plaatselijk trad degeneratie van het trilhaarepitheel van 
neus en bronchi op en werden necrotische cellen uit het slijmvlies afgestoten. 
Wanneer parinfluenzavirus type 3 werd toegediend aan pasgeboren muizen, 
werd er alleen hier en daar in het slijmvlies van de neus necrose waargenomen ; 
in de longen werden geen afwijkingen gevonden (Craighead 1965). Het bleek 
verder, dat de virulentie van het virus niet toenam door het een aantal malen 
(17 maal) in pasgeboren muizen te passeren. Verder toonde Craighead aan, dat 
oudere muizen - van 8, 21 en 84 dagen - ongevoelig waren voor Parainfluenza-
virus type 3; ze vertoonden geen afwijkingen in de luchtwegen na besmetting 
met het virus. 
6. ENKELE EIGENSCHAPPEN VAN SENDAI-VIRUS 
Sendai-virus werd voor het eerst geïsoleerd bij muizen, die besmet waren met 
materiaal, dat afkomstig was van patiënten met een luchtweginfectie (Kuroya 
en Ishida 1953). Sendai-virus, dat ook wel 'newborn pneumonitis' virus, 'he-
magglutinating virus of Japan' en influenza D-virus werd genoemd, behoort tot 
de groep van parainfluenzavirussen. Het virus wordt door de meeste onderzoe-
kers beschouwd als een variant van Parainfluenzavirus type 1. Het virus komt 
van nature voor bij muizen. Hoewel sommige onderzoekers menen, dat Sendai-
virus ook bij de mens voorkomt en aandoeningen van de luchtwegen kan ver-
oorzaken, is het bewijs hiervoor nimmer geleverd. Voor een beschrijving van 
de eigenschappen van de parainfluenzavirussen mogen wij verwijzen naar het 
proefschrift van Smeur (1961); de antigene verwantschap van parainfluenzavi-
russen is beschreven in het proefschrift van Sonderkamp (1965). Enkele eigen-
schappen van Sendai-virus, die verband houden met ons onderzoek, zullen in 
het kort worden besproken. De infectiositeit van Sendai-virus wordt binnen 
2 uur bij een temperatuur van 500C vernietigd. Een pH van 5,7 tot 8,7 is opti-
maal voor het behoud van de infectiositeit (Dick en Mogabgab 1962). Naast 
amnion- en chorionallantoïscellen van bebroede kippeneieren, zijn primaire en 
secundaire kweken van apeniercellen zeer gevoelig voor Sendai-virus (Heath en 
Tyrrell 1958, Lenahan en Wenner 1960, Tennant en medewerkers 1966). Sendai-
virus kan zich ook vermenigvuldigen in kweken van muizenlongcellen (Matsu-
moto en Maeno 1961). De aanwezigheid van Sendai-virus in deze cellen kan 
door middel van de hemadsorptiereactie met cavia-erythrocyten (Vogel en 
Shelokov 1957) worden aangetoond. Sendai-virus is in staat lysis van kippen-
erythrocyten te veroorzaken (Fukumi en medewerkers 1954). Deze eigenschap 
kan verloren gaan na passage van het virus in celkweken (Ishida en Homma 
1960 en 1961, Homma 1961). Sendai-virus bezit het enzym neuraminidase en 
misschien tevens een enzym, dat verantwoordelijk is voor de vorming van syn-
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cytia in celkweken (Zhdanov en Bukrinskaya 1962) en 'cell wall destroying en-
zyme' is genoemd. 
Matsumoto en medewerkers (1961-1962) toonden aan, dat Sendai-virus tij-
dens passages in de allantoïsholte van bebroede kippeneieren een geleidelijke 
verandering onderging in hemagglutinerende eigenschappen. Sendai-virus, dat 
aan de muis was aangepast ('M fase') en vervolgens werd geënt in bebroede kip-
peneieren, vertoonde slechts een geringe aviditeit tot kippenerythrocyten en 
kippecellen. Na passages in bebroede kippeneieren nam de aviditeit toe ('E 
fase'); een geringere hoeveelheid virus was nu in staat kippenerythrocyten te 
doen agglutineren. Het verschil in eigenschappen tussen de beide 'fasen' van 
Sendai-virus zou kunnen samenhangen met het feit, dat in de mantel van de 
viruspartikels componenten van de gastheer worden opgenomen. Zhdanov en 
medewerkers (1965 en 1966) en Azadova en medewerkers (1965) hebben aan-
getoond, dat de inwendige component (S-antigeen) van Sendai-virus wordt ge-
vormd in de nucleoli van de celkern. Vanuit de nucleoli wordt het S-antigeen 
overgebracht naar het cytoplasma. De uitwendige component (V-antigeen) van 
Sendai-virus wordt gevormd in de perinucleaire zone van het cytoplasma en 
beweegt zich naar de periferie van de cel. In de periferie van de cel worden S-
en V-antigenen gekoppeld en ontstaan de rijpe, complete viruspartikels. Het 
gehele proces neemt 9 tot 12 uur in beslag. 
Muizen zijn gevoelig voor Sendai-virus. Na intranasale besmetting met virus 
ontwikkelt zich bij deze dieren bronchopneumonie, die fataal kan zijn. Pasge-
boren muizen zijn gevoeliger voor Sendai-virus dan muizen van 4 weken oud. 
De laatstgenoemde dieren zijn weer gevoeliger dan volwassen muizen (Sawicki 
1961, Fukumi en medewerkers 1962). Deze verschillen zouden ten dele ver-
klaard kunnen worden door aan te nemen, dat volwassen muizen meer inter-
feron produceren (Sawicki 1961). Jensen en medewerkers (1955) vonden, dat 
de virulentie van Sendai-virus voor muizen niet was toegenomen, nadat het 
virus 29 maal in deze dieren was gepasseerd. 
7. DOEL VAN HET ONDERZOEK 
Het doel van het onderzoek was na te gaan of (1) orgaankweken van neus-, 
trachea- en longfragmenten van muizen bruikbaar zijn voor proeven met vi-
russen, in casu Sendai-virus; (2) bepaalde factoren, die in vivo bij virusinfecties 
van betekenis zijn, ook in vitro in orgaankweken een rol spelen, zoals de leef-
tijd en het geslacht van de muis, waarvan organen worden gebruikt, en de tem-
peratuur, waarbij organen worden gekweekt; (3) Sendai-virus kan worden ge-
passeerd in orgaankweken van neus-, trachea- en longfragmenten van muizen 
en hieraan kan worden geadapteerd. 
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Wij hebben eerst onderzocht of de door Hoorn en Tyrrell beschreven methode 
geschikt was voor orgaankweken van luchtwegorganen van muizen. Bovendien 
hebben wij een onderzoek gedaan naar de invloed van het milieu op deze or-
gaankweken en op de vermenigvuldiging van Sendai-virus hierin. Onderzoek 
naar de vermenigvuldiging van Sendai-virus in orgaankweken, naar het effect 
van het virus op orgaankweken en naar de localisatie van het virus in orgaan-
kweken werd verricht door middel van titratie van virus in celkweken, door 
middel van histologisch en electronenmicroscopisch onderzoek en door middel 
van de immunofluorescentiereactie. 
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HOOFDSTUK II 
MATERIAAL EN METHODEN 
1. AFNEMEN VAN ORGAANFRAGMENTEN BIJ MUIZEN 
Voor het vervaardigen van orgaankweken werden 'specific pathogen free' 
(S.P.F.) Swiss muizen gebruikt, die afkomstig waren van het T.N.O. centraal 
proefdierenbedrij f te Zeist. Indien niet anders vermeld, werden mannelijke mui-
zen gebruikt die 3 tot 4 weken oud waren en 16-18 gram wogen. De muizen 
werden gedood door een lethale dosis natriumpenthotal (5 mgr. Nembutal) in-
traperitoneaal in te spuiten. Een lethale dosis natriumpenthotal bleek in ons 
onderzoek, evenals in dat van Krueger en Smith (1957), geen nadelige invloed 
op het trilhaarepitheel of de trilhaaractiviteit te hebben. Het bleek, dat na ae-
thernarcose vaak trilhaarcellen in orgaankweken werden afgestoten. Wanneer 
muizen op mechanische wijze worden gedood, is er kans op beschadiging en 
infectie van het trilhaarepitheel door aspiratie van bloed of slijm. 
Organen of orgaanfragmenten, die voor orgaankweken waren bestemd, werden 
binnen een uur na de dood uitgeprepareerd en in een op 350C verwarmde, ste-
riele gebufferde zoutoplossing volgens Hanks (Hanks' oplossing) gebracht. Aan 
de oplossing waren 0.05% natriumbicarbonaat, penicilline (100 E per ml) en 
streptomycine (100 gamma per ml) toegevoegd. De gedode muizen werden op 
de rug gefixeerd; de huid werd gereinigd met 70% alcohol. Nadat de huid was 
afgeprepareerd, werd de borstkas ruim geopend door deze naast het sternum 
rechts en links open te knippen. Hierna werd zonodig door hartpunctie een 
monster bloed afgenomen voor onderzoek op antilichamen tegen Sendai-virus. 
De trachea werd uit de omgeving, met name de oesophagus, vrijgeprepareerd 
en boven het strottenhoofd en onder de carina doorgeknipt. De geheel vrijge-
prepareerde trachea werd aan het strottenhoofd vastgepakt en in Hanks' op-
lossing gebracht. Wanneer tevens orgaankweken van de oesophagus werden 
vervaardigd, werd dit orgaan eveneens vrij geprepareerd en in Hanks' oplos-
sing gebracht. De linker long werd na doorknippen van de hilus en het basale 
ligamentum pulmonale uit de borstkas genomen en eveneens in Hanks' oplos-
sing gebracht. Voor het vervaardigen van orgaankweken van de neus werd de 
rechter neuskamer geopend door het harde gehemelte juist naast het neustus-
senschot te klieven. De concha superior, voorste concha ethmoidalis en een 
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fragment van het slijmvlies met onderliggende weefsels van het neustussenschot 
werden uitgeprepareerd, eerst uit de rechter neuskamer en na verwijdering van 
het kraakbenige neustussenschot ook uit de linker neuskamer. In totaal werden 
dus 6 fragmenten uit de neus verwijderd. 
Nadat alle organen of fragmenten, die voor orgaankweken werden gebruikt uit 
de muis waren verwijderd, volgde de verdere bewerking van trachea en longen. 
De trachea en linker long werden op een steriel dekglas geplaatst en ter bevoch-
tiging van enkele druppels Hanks' oplossing voorzien. Uit de linker long wer-
den 6 fragmenten met een diameter van ongeveer 5 mm vervaardigd. De kwe-
ken van trachea werden aanvankelijk vervaardigd door 5-6 dwars-doorsneden 
van de trachea te maken. Bij het snijden van de 'ringetjes' werd de trachea vaak 
samengedrukt, waardoor verlies van trilhaaractiviteit optrad en trilhaarcellen 
werden afgestoten. Daarom hebben wij bij de bereiding van tracheakweken de 
methode gevolgd, die door Hoorn en Tyrrell (1965) was aangegeven. De trachea 
werd aan de achterzijde vanaf de rechter bronchus tot in het strottenhoofd voor-
zichtig opengeknipt, waarna het strottenhoofd werd verwijderd. De trachea, 
met het slijmvlies naar boven gekeerd, werd in de lengterichting in 3 fragmenten 
gesneden. Door deling van deze fragmenten verkregen we 6 fragmenten van 
ongeveer gelijke grootte. 
Het uitprepareren van de organen of orgaanfragmenten geschiedde onder een 
binoculaire prepareermicroscoop bij een 8- tot 20-voudige vergroting. Voor het 
bewerken van de organen of fragmenten werden steriele cataractmesjes, iris-
schaartjes en fijne anatomische of chirurgische pincetten gebruikt. Het was 
noodzakelijk bij elke handeling voorzichtig te werk te gaan en nooit het tril-
haarepitheel aan te raken. Wanneer het trilhaarepitheel werd aangeraakt, bleek 
binnen 1-24 uur na het vervaardigen van de kweken de trilhaaractiviteit sterk 
te zijn verminderd en bleken trilhaarcellen te worden afgestoten (Hilding 
1964-1965). Daarom werden alle kweken, waarin trilhaarepitheel aanwezig 
was, daags na het vervaardigen microscopisch onderzocht. De kweken werden 
door ons alleen gebruikt, indien in alle fragmenten trilhaaractiviteit waarneem-
baar was en er geen of weinig afgestoten cellen te zien waren. 
2. TECHNIEK VAN HET KWEKEN VAN ORGAANFRAGMENTEN 
De organen werden na verdeling in fragmenten in steriele plastic Petrischalen 
(60 mm in doorsnede en 15 mm hoog) gebracht. Om verschuiving van de frag-
menten tegen te gaan waren tevoren op de bodem van de Petrischalen met een 
steriel parkermes enkele diepe krassen aangebracht. De fragmenten, die op deze 
krassen werden geplaatst, bleken na toevoeging van een op 35 0C verwarmde 
Hanks' oplossing (1 ml per petrischaal) voldoende vastgehecht te zijn aan de 
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bodem. De fragmenten werden in de petrischaal steeds met het trilhaarepithee 
naar boven geplaatst. De trilhaarbeweging kon worden waargenomen door met 
een binoculaire omkeermicroscoop bij een 100-voudige vergroting de randen der 
fragmenten te onderzoeken. Deze methode bleek evengoed te voldoen als on-
derzoek van fragmenten met reflecterend licht (Hoorn 1966) en was bovendien 
sneller uitvoerbaar. 
Nadat de fragmenten in de Petrischalen waren geplaatst en waren voorzien van 
Hanks' oplossing, werd de Hanks' oplossing door onderhoudsmedium (1 ml 
per petrischaal) vervangen. Het onderhoudsmedium was op 35°C voorver-
warmd. Het had de volgende samenstelling : 
Bovine albumine 0,2 gr 
Natriumbicarbonaat 0,13 gr 
Penicilline 10.000 E 
Streptomycine 10.000 gamma 
Tissue Culture (TC) medium 199 100 ml 
Bovine albumine werd toegevoegd, omdat het bekend was, dat deze substantie 
een conserverend effect had op verschillende virussen (zie ook hoofdstuk III, 
paragraaf 2). Met fluoresceïne 'gelabeld' bovine albumine bleek niet door cellen 
in orgaankweek, met name trilhaarcellen van rattentrachea, te worden opge-
nomen ; dit bleek ook niet het geval te zijn, wanneer het in vivo werd toegediend 
(Easty en Trowell 1965). Celkweken namen met fluoresceïne 'gelabelde' bovine 
albumine wel in het cytoplasma op. 
Natriumbicarbonaat werd eerst vlak voor het gebruik aan het onderhoudsme-
dium toegevoegd. Voor het kweken van fibroblasten van muizen en van Hela-
cellen bleek natriumbicarbonaat niet noodzakelijk te zijn (Morgan 1958). De 
trilhaaractiviteit bleek wel afhankelijk te zijn van de aanwezigheid van natrium-
bicarbonaat in het onderhoudsmedium. Vervanging van natriumbicarbonaat, 
dat met CO2 een buffer vormde, door 0.00625 molair Tris-(hydroxymethyl) ami-
nomethaan-buffer met een pH van 7,2 deed de trilhaaractiviteit weer binnen 
enkele minuten verdwijnen. Werd het medium met Tris-buffer vervangen door 
medium met bicarbonaat, dan keerde de trilhaaractiviteit binnen 10 minuten 
terug en bleef gedurende de onderzoekperiode aanwezig. Om de pH constant 
te houden werden de orgaankweken in glazen bakken geplaatst in een bevoch-
tigde atmosfeer van 5 % CO2 in lucht. De bakken werden luchtdicht afgesloten. 
De pH van het medium bleek onder deze omstandigheden te liggen tussen 7,1 
en 7,2. Dit werd aangetoond door continue controle met een kleurindicator 
(phenolrood) en periodieke controle met een pH meter. De pH, die behoort bij 
een bepaalde concentratie van CO2 en natriumbicarbonaat in een bepaald me-
dium, kon ook bij benadering worden afgelezen uit een normogram, dat was 
opgesteld door Diefenthal en Habermehl (1966). 
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De kweken werden bij 330C, 350C of 370C geïncubeerd (hoofdstuk III). Voor 
grotere aantallen kweken was een normale broedstoof omgebouwd tot een 
CCh-incubator en voorzien van een ventilator om de gasatmosfeer gemengd te 
houden. Het was op deze wijze mogelijk om ook bij proeven op grotere schaal 
de omstandigheden wat betreft CO2, temperatuur en vochtigheid constant te 
houden. Bij alle proeven werd een buffer van 5% CO2 en bicarbonaat gebruikt, 
mede op grond van gegevens uit de litteratuur, waaruit bleek dat 5 % CO2 in 
de luchtfase noodzakelijk was om differentiatie van cellen in explantaten in 
stand te houden (Rovin 1962). 
Orgaankweken van de neus, die op deze wijze waren vervaardigd en aangehou-
den, behielden gedurende tenminste 10 dagen hun trilhaaractiviteit. In orgaan-
kweken van de trachea was 2-3 weken na het vervaardigen nog duidelijk tril-
haaractiviteit aantoonbaar. De gasfase van deze kweken werd dagelijks en het 
medium om de 2 dagen ververst. Vanaf de 4e-5e dag na vervaardigen van de 
kweken vertoonden sommige fragmenten uitgroei van enkele fibroblasten van-
uit het sneevlak van een fragment. In enkele gevallen werden epitheloïde cellen 
met trilhaaractiviteit gezien. Deze gedediiferentieerde uitgroei bleef echter tot 
het einde van de onderzoekperiode tot een minimum beperkt, evenals dit het 
geval was bij het onderzoek van Hoorn en Tyrrell (1965). 
3. VIRUSSTAMMEN 
Voor het onderzoek werden de volgende virusstammen gebruikt: 
Sendai-virus, afkomstig van Prof. Dr. J. Mulder te Leiden. Het virus was ge-
kweekt in de allantoïsholte van bebroede kippeneieren en werd na ontvangst 
in ons laboratorium 13 maal gepasseerd in bebroede kippeneieren*. 
Sendai-virus, afkomstig van Dr. H. Fukumi, Tokyo, Japan. Deze stam was 
reeds één maal gepasseerd in de amnionholte en 6 maal in de allantoïsholte van 
bebroede kippeneieren en werd na ontvangst in ons laboratorium 2 maal gepas-
seerd in bebroede kippeneieren. Voorzover niet anders vermeld, gebruikten wij 
bij het onderzoek steeds de Sendai-virusstam, die afkomstig was uit Leiden. 
Parainfluenzavirus type 1 (stam 26.615). Deze stam werd in ons laboratorium 
geïsoleerd in Hela-cellen en hierin 3 maal gepasseerd. Daarna werd de stam 
4 maal gepasseerd in de amnionholte van bebroede kippeneieren. 
Parainfluenzavirus type 3 (stam 24.249). Ook deze stam werd in ons laborato-
rium geïsoleerd in Hela-cellen; ze werd hierin 3 maal gepasseerd. 
Influenza A2-virus (stam Botting), afkomstig van Prof. Dr. J. Mulder te Leiden. 
Deze stam was reeds 20 maal gepasseerd in muizen en daarna 9 maal gepasseerd 
* Passage van virussen in bebroede kippeneieren werd in ons laboratorium uitgevoerd door 
Mej. Drs. M. C. J. van Nunen. 
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in bebroede kippeneieren. Na ontvangst werd de stam 3 maal gepasseerd in de 
allantoïsholte van bebroede kippeneieren. 
Vacciniavirus (stam van Veenen). Deze stam was afkomstig van Dr. F. Dekking 
te Amsterdam. Na passage in bebroede kippeneieren werd deze stam 2 maal 
gepasseerd in een continue cellijn van konijnenier (T 17). 
Bunyamweravirus, afkomstig van Dr. A. Isaacs te Londen. De stam was reeds 
10 maal gepasseerd in muizenhersenen. Na ontvangst werd het virus 2 maal 
gepasseerd in hersenen van muizen van 15 gram en vervolgens één maal in 
Hela-cellen. 
4. PASSAGE VAN SENDAI-VIRUS IN VIVO IN DE NEUS VAN M U I Z E N 
Uit een onderzoek van lida en Bang (1963) bleek, dat influenza A-virus (PR δ­
έη WS-stam) zich in vivo in de neuskamers van muizen konden vermenigvuldi­
gen. De onderzoekers besmetten de muizen intranasaal zonder narcose met een 
kleine hoeveelheid virus en oogstten na enkele dagen het neusslijmvlies, dat 
vervolgens als suspensie op een volgende groep muizen gepasseerd werd. 
Deze werkwijze werd ook door ons toegepast. Per passage werden in totaal 
9 mannelijke en 9 vrouwelijke muizen gebruikt, die 4-5 weken oud waren en 
16-18 gram wogen. Regelmatige controle toonde aan, dat de dieren voor de 
besmetting géén antilichamen tegen Sendai-virus bezaten. Drie mannelijke en 
3 vrouwelijke dieren dienden bij iedere passage als controle. Ze kregen bij de 
eerste enting allantoïsvloeistof van onbeënte, bebroede kippeneieren en in de 
volgende passage een suspensie van neusslijmvlies van controledieren toege-
diend. Zes mannelijke en 6 vrouwelijke muizen werden besmet met een suspen-
sie van Sendai-virus. Bij de eerste enting werd een virussuspensie toegediend, 
die afkomstig was van bebroede kippeneieren, in de volgende passages een sus-
pensie van neusslijmvlies van besmette dieren. 
De dieren werden zonder narcose besmet. In ieder neusgat werd een druppel 
( ± 0,025 ml) virussuspensie of controlevloeistof ingedruppeld. Op de 3e-4e dag 
na enting werden de dieren gedood door een lethale dosis nembutal (5 mgr) 
intraperitoneaal toe te dienen. De neuskamers werden geopend; het neusslijm-
vlies werd geoogst door de wanden der neuskamers met een fijn anatomisch 
pincet afte schrapen. Het neusslijmvlies van 3 mannelijke of van 3 vrouwelijke 
muizen werd verzameld in 0,5 ml Hanks' oplossing, waaraan 50 E penicilline 
en 50 gamma streptomycine waren toegevoegd. De slijmvliessuspensie werd 
2 maal bevroren en ontdooid en goed geschud op een schudmachine. De sus-
pensie werd hierna 10 minuten gecentrifugeerd met een snelheid van 3000 om-
wentelingen per minuut. De bovenstaande vloeistof werd als virussuspensie ge-
bruikt. De suspensie werd gepasseerd op een volgende serie muizen. Tevens werd 
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TABEL 1. Titers van Sendai-virus in neusslijmvlies van muizen na achtereenvolgende passages 



























































 Log 10 TCIDJO per 0,1 ml. 
2
 N.O. = niet onderzocht. 
een virustitratie verricht met behulp van secundaire kweken van apeniercellen. 
De suspensie, die afkomstig was van mannelijke dieren, werd uitsluitend gepas­
seerd op mannen, die van vrouwelijke dieren uitsluitend op vrouwen. De virus­
suspensies werden bewaard bij —50 0C. 
In tabel 1 zijn de titers weergegeven van de suspensies van neusslijmvlies na 
10 achtereenvolgende passages. In een aantal gevallen werden de titraties 2 maal 
verricht. ledere virusverdunning werd geënt in 2 buizen met secundaire kweken 
van apeniercellen. De titers zijn uitgedrukt in TCID50 ('Tissue Culture Infec-
tious Dose' voor 50% van de gebruikte buizen) per 0,1 ml. 
Het blijkt, dat de virusopbrengst na passages niet toeneemt. De titers van neus-
slijmvlies van mannelijke muizen lijken hoger te zijn dan die van vrouwelijke 
muizen, vooral tijdens de eerste passages. Er blijkt echter geen significant ver-
schil in titer te bestaan tussen suspensies van neusslijmvlies van mannelijke en 
vrouwelijke muizen van de 10e passage. De 10e passage van neusslijmvlies van 
mannelijke muizen werd gebruikt voor proeven op orgaankweken. 
5. KWEKEN VAN VIRUS IN ORGAANKWEKEN 
De kweken van neus-, trachea- en longfragmenten werden daags na het ver-
vaardigen beent met Sendai-virus of met andere virussen. In de meeste gevallen 
werden onbeënte kweken ter controle op de trilhaaractiviteit in de proef opge-
nomen en op gelijke wijze behandeld als de beënte kweken. Het virus werd ver-
dund in Hanks' oplossing en daarna in de gewenste verdunning aan het onder-
houdsmedium toegevoegd. De kweken werden voor de enting éénmaal gewas-
sen met Hanks' oplossing en daarna van onderhoudsmedium voorzien, waar-
aan virus was toegevoegd. Bij sommige proeven werd het medium na enkele 
uren weer verwijderd ; in deze periode kon het virus door de cellen worden ge-
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absorbeerd. Bij andere proeven v,:rd het medium niet verwijderd. In het laatste 
geval werden de kweken meteen in glazen bakken geplaatst, die met een glas-
plaat luchtdicht werden afgesloten; de lucht werd vervangen door een gasmeng-
sel van 5 % CO2 in lucht. Daarna werden de kweken bij de gewenste temperatuur 
geïncubeerd (33°, 35° of 37CC). Het gasmengsel werd dagelijks ververst door 
enkele minuten 5% CO2 in lucht door de glazen bakken te leiden. Op bepaalde 
tijdstippen (meestal de 2e, 4e, 6e en 8e dag na enting) werd het onderhoudsme-
dium geoogst, waarbij in verschillende proefopstellingen op verschillende wij-
zen gewerkt werd. 
Bij proeven, waarbij de virusproductie na 24, 48, 72 enz. uur werd bepaald, 
werd het medium dagelijks op een vast tijdstip geoogst door het in zijn geheel 
met een pipet Pasteur te verwijderen en in een agglutinatiebuisje te brengen. 
De kweken werden vervolgens 3 maal gewassen met een op 350C verwarmde 
Hanks' oplossing en van nieuw eveneens op 35 0C verwarmd onderhoudsmedium 
voorzien. Uit onderzoek van onbeënte controlekweken bleek, dat de trilhaarac-
tiviteit gedurende de onderzoekperiode niet nadelig werd beïnvloed door de 
dagelijkse wisseling van medium en het wassen met Hanks' oplossing. 
Bij proeven, waarbij het medium op de 2e, 4e, 6e en 8e dag na enting geoogst 
werd, werd eveneens het onderhoudsmedium in zijn geheel verwijderd en daarna 
1 ml nieuw op 350C verwarmd onderhoudsmedium toegevoegd, waarna de kwe-
ken op de gebruikelijke wijze werden geïncubeerd. De kweken werden in dit 
geval niet met Hanks' oplossing gewassen, voordat nieuw onderhoudsmedium 
werd toegevoegd. 
In enkele proefopstellingen werd een kleine hoeveelheid medium (0,1 ml) ver-
zameld, nadat de petrischaal met de kweken enkele malen voorzichtig heen en 
weer was bewogen. Hierna werd weer 0.1 ml nieuw, verwarmd onderhoudsme-
dium aan de kweken toegevoegd. Door deze procedure werd de continue wissel-
werking tussen virussuspensie en orgaankweken zoveel mogelijk ongestoord ge-
laten en kon toch een indruk worden verkregen omtrent de virusproductie op 
bepaalde tijdstippen. Het monster medium van 0,1 ml werd ineen agglutinatie-
buisje gebracht. Daarna werd hieraan 0,9 ml onderhoudsmedium toegevoegd, 
zodat het 1:10 verdund werd. Al het geoogste materiaal werd zo snel mogelijk 
ingevroren en bij —50oC bewaard. Titraties van het materiaal werden steeds 
binnen één maand na het begin van de betreffende proef ingezet ; hierbij werd 
gebruik gemaakt van secundaire kweken van apeniercellen. 
Zoals reeds hierboven is vermeld, werden bij sommige proeven de orgaankwe-
ken slechts gedurende korte tijd aan virus blootgesteld. De periode, waarin virus 
aan cellen kon worden geadsorbeerd, bedroeg in deze gevallen maximaal 1 uur. 
Gedurende de periode van adsorptie werden de kweken in een broedkamer van 
35°C geplaatst. Omdat hierin geen verhoogd (5%) COa-gehalte aanwezig was, 
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werd de concentratie van natrium bicarbonaat in het medium, dat voor ad-
sorptie werd gebruikt, verlaagd tot 0,04%, waardoor de pH van het medium 
tussen 7,2-7,4 bleef. Overigens was dit 'adsorptiemedium' gelijk aan het onder-
houdsmedium. Voor de enting met virus werden de kweken éénmaal gewassen 
met verwarmde Hanks' oplossing. Daarna werden ze voorzien van 'adsorptie-
medium', waarin virus aanwezig was. Na de gewenste periode van adsorptie 
werd het 'adsorptiemedium' verwijderd en werden de kweken 3 maal gewassen 
met verwarmde Hanks' oplossing. Vervolgens werd verwarmd onderhoudsme-
dium met de gebruikelijke concentratie van bicarbonaat toegevoegd (1 ml per 
petrischaal). De kweken werden daarna in gasmengsel van 5 % CO2 in lucht bij 
de gewenste temperatuur geïncubeerd en op één van de 3 bovengenoemde wij-
zen geoogst. 
Bij het beëindigen van de experimenten werden geen pogingen gedaan om door 
bevriezen en ontdooien of door verwrijven van orgaanfragmenten meer virus 
uit de cellen vrij te krijgen. In de litteratuur (Hoorn en Tyrrell 1965) werden 
geen aanwijzingen gevonden, dat de virusopbrengst hierdoor vergroot werd. 
6. TITRATIE VAN IN ORGAANKWEKEN VERMENIGVULDIGD VIRUS 
Voor titraties van in orgaankweken gegroeid virus werd gebruik gemaakt van 
secundaire kweken van apeniercellen, die afkomstig waren van rhesusapen en 
werden bereid volgens de methode, die door Smeur (1961) is beschreven. Het 
aankweekmedium voor de kweken van apeniercellen had de volgende samen-
stelling: 
Kalverserum 10 ml 
Lactalbumine hydrolysaat 0,500 gr 
Natriumbicarbonaat 0,060 gr 
Penicilline 10.000 E 
Streptomycine 10.000 gamma 
Hanks' gebufferde zoutoplossing 90 ml 
De buizen werden voor de enting met virus 2 maal gewassen met Hanks' op-
lossing om het kalverserum zoveel mogelijk te verwijderen. Van de te enten 
virussuspensies werd op de gebruikelijke wijze een tienvoudige verdunnings-
reeks gemaakt in Hanks' oplossing. De voorverdunningen werden vervolgens 
1:10 verdund in onderhoudsmedium en daarna geënt. Het onderhoudsmedium 
had de volgende samenstelling: 
Tissue Culture (TC) medium 199 100 ml 
Natriumbicarbonaat 0,07 gr 
Penicilline 10.000 E 
Streptomycine 10.000 gamma 
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De buizen werden stationair geïncubeerd bij 350C en op de 4e-5e dag na enting 
afgelezen door middel van de hemadsorptiereactie. Het principe van deze reac-
tie is voor het eerst aangegeven door Vogel en Shelokov (1957) en voor ons 
laboratorium beschreven door Smeur (1961) en Custers (1966). 
In een aantal gevallen werd eveneens een hemadsorptieremmingsreactie uitge-
voerd met antiserum tegen Sendai-virus. Deze reactie is eveneens beschreven 
door Smeur (1961). De reactie werd uitgevoerd ter controle van de identiteit 
van de gebruikte virusstammen. 
Wanneer een oriënterend onderzoek over de productie van virus in orgaan-
kweken werd verricht, werden van het geoogste materiaal per verdunning 
slechts 2 buizen met apeniercellen beent. Het 50 % eindpunt werd bepaald vol-
gens de methode van Reed en Muench (1938). Wanneer een vergelijkend onder-
zoek naar de productie van virus in orgaankweken werd verricht, werden per 
verdunning 4 en in sommige gevallen 6 buizen per verdunning beent. De titra-
ties werden op één dag verricht in kweken van niercellen, die van één aap af-
komstig waren. Vervolgens werden het gemiddelde van de virustiters en de 
standaarddeviatie berekend. 
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Om een indruk te krijgen over de spreiding in de waarden van de 50% eind­
punten werden verschillende titraties met één virusinoculum verricht. Het 50 % 
eindpunt werd ook weer bepaald volgens de methode van Reed en Muench. 
De uitkomsten van deze proeven zijn weergegeven in tabel 2. De standaard-
deviatie* werd berekend volgens de formule: 
S = Ι / ^ " Χ Σχ 2 — (Σχ)2 
У
 " η (η - 1) 
Σχ = 39,1 en η = 6 bij Α; Σχ = 68,4 en η = 10 bij Β. 
De standaarddeviatie blijkt in beide gevallen gelijk te zijn. Bij een normale ver-
* De standaarddeviatie werd berekend door Drs. F. W. Orthel. 
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deling mogen we aannemen, dat 68% van alle mogelijke titerwaarden liggen 
binnen de grenzen van de standaarddeviatie en dat 95 % van alle mogelijke titer-
waarden niet meer van het gemiddelde afwijken dan 2 maal de waarde van de 
standaarddeviatie. Uit tabel 2 blijkt verder, dat er geen aantoonbaar verschil 
was in de spreiding van uitkomsten tussen titraties, waarbij 4 buizen per ver-
dunning waren gebruikt, en titraties, waarbij 6 buizen waren gebruikt. Wij heb-
ben daarom bij vergelijkende onderzoekingen in de regel 4 buizen per virus-
verdunning gebruikt. 
Op grond van bovenstaande proeven mogen we besluiten, dat de uitkomsten 
van 2 virustitraties, die onder dezelfde omstandigheden (op dezelfde dag, in 
kweken van eenzelfde 'batch' apeniercellen, bij gebruik van hetzelfde medium 
enz.) zijn uitgevoerd, significant van elkaar verschillen, indien het verschil gelijk 
of groter dan 4 maal de standaarddeviatie is, in casu indien de uitkomsten ten-
minste 100,e van elkaar verschillen. 
Aangezien het bekend is, dat virustiters, met name die van myxovirussen, bij 
bewaren van virussuspensies in vloeibare toestand en door bevriezen en ont-
dooien dalen, werden alle te titreren vloeistoffen op dezelfde wijze behandeld. 
Ze werden direct na het oogsten bevroren en vlak voor de titratie ontdooid. 
7. HEMAGGLUTINATIEREACTIE MET UIT ORGAANKWEKEN 
AFKOMSTIG SENDAI-VIRUS 
Naast titraties in apeniercellen werd de hemagglutinatiereactie gebruikt om de 
aanwezigheid van Sendai-virus in orgaankweken, waarin het virus was geënt, 
aan te tonen. Bij het onderzoek werd gebruik gemaakt van kippen- en muizen-
erythrocyten. De reactie werd uitgevoerd volgens de micromethode, die ont-
wikkeld is door Takatsy (1955) en naderhand gewijzigd is door Sever (1962), 
en die voor ons laboratorium beschreven is door Sonderkamp (1965). Als ver-
dunningsvloeistof werd physiologisch zout (0,85 % NaCl) gebruikt. Voor onder-
zoek met muizenerythrocyten werd aan de verdunningsvloeistof geïnactiveerd 
konijnenserum in 0,5% eindconcentratie toegevoegd om een fraaier agglutina-
tiepatroon te verkrijgen. De eindconcentratie van de erythrocyten bedroeg 
0,33 %. De reactie werd uitgevoerd bij kamertemperatuur. Aflezing van de reac-
tie vond plaats, wanneer de erythrocyten in de controlekommetjes waren uit-
gezakt. Dit was meestal het geval na ongeveer 45 minuten. 
8. ONDERZOEK VAN SERA VAN MUIZEN OP H R - Α Ν Τ I S TOFFE Ν 
TEGEN SENDAI-VIRUS 
Sera van muizen, waarvan organen werden verwijderd voor orgaankweken, 
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werden van te voren onderzocht op hemagglutinatieremmende (HR)-antilicha-
men tegen Sendai-virus volgens de methode, die door Sonderkamp (1965) is be-
schreven. De sera werden een halfuur in een waterbad van 560C geïnactiveerd; 
een verdere voorbehandeling werd niet toegepast. Serumverdunningen werden 
met 4 hemagglutinatie-eenheden Sendai-virus gedurende 2 uur bij kamertem-
peratuur geplaatst, waarna kippenerythrocyten in een eindconcentratie van 
0,33 % werden toegevoegd. In geen van de onderzochte sera werden antilicha-
men tegen Sendai-virus aangetroffen. 
9. HISTOLOGISCH ONDERZOEK VAN ORGAANKWEKEN 
Met virus beënte orgaanfragmenten, die in vitro waren gekweekt, werden op 
bepaalde dagen na de enting (2e, 4e, 5e en 6e dag) histologisch onderzocht en 
vergeleken met onbeënte controlekweken. Ter vergelijking werden bovendien 
neus-, trachea- en longfragmenten afgenomen bij muizen en rechtstreeks zonder 
voorafgaande kweek histologisch onderzocht. Voor dit onderzoek werden mui-
zen gebruikt, die 3 tot 4 weken oud waren. Histologisch onderzoek werd ver-
richt in het laboratorium voor pathologische anatomie te Nijmegen (hoofd: 
Prof. Dr. H. P. M. Schillings)*. De orgaanfragmenten werden opgevangen in 
physiologisch zout (0,9 % NaCl) en enkele malen hierin gewassen. De fragmen-
ten werden ongeveer 2 uur gefixeerd in fixatieoplossing volgens Bouin en na 
dehydrering in parafine ingesloten. Vervolgens werden coupes gemaakt van 
ongeveer 4-5 micron dik. De coupes werden met de haematoxyline-eosine 
(H.E.) kleuring gekleurd; een aantal preparaten werd gekleurd met 'perjodic 
acid Schiff'. 
Electronenmicroscopisch onderzoek van genoemde orgaanfragmenten werd 
verricht in het centraal laboratorium voor electronenmicroscopie (hoofd Dr. 
A. M. Stadhouders)*. Neus-, trachea- en longfragmenten, welke bestemd wa-
ren voor electronenmicroscopisch onderzoek werden gefixeerd in een met ve-
ronal acetaat gebufferde oplossing van osmiumzuur (OsO^ 2%; pH 7,3) en na 
alcolholdehydratie ingebed in Epon 812. De polymerisatie vond plaats gedu-
rende 1 dag bij 45°C en 1 dag bij 60oC. Met een L.K.B, ultramicrotoom werden 
zeer dunne coupes ( ± 400 Â dik) gesneden. Om een extra contrast te krijgen 
werden de coupes gedurende 20 minuten gekleurd met een verzadigde waterige 
oplossing van uranylacetaat en gedurende 5 minuten met een loodcitraatoplos-
sing volgens Reynolds. De coupes werden met een Zeiss EM. 9 electronenmi-
croscoop onderzocht. 
* Het onderzoek werd uitgevoerd door Drs. U. J. G. M. van Haelst, patholoog-anatoom. 
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10. ONDERZOEK VAN ORGAANKWEKEN DOOR MIDDEL VAN DE 
IMMUNOFLUORESCENTIERE ACTIE 
Met virus beënte orgaanfragmenten, die in vitro waren gekweekt, en onbeënte 
controlekweken werden onderzocht met behulp van de indirecte immunofluo-
rescentiemethode*. Voor een uitgebreide beschrijving van deze methode mogen 
wij verwijzen naar handboeken over dit onderwerp (o.a. Nairn 1962). De reactie 
werd uitgevoerd volgens de in ons laboratorium gebruikelijke methode (van der 
Veen en van Nunen 1963, van Nunen en van der Veen 1963 en 1965). 
De orgaanfragmenten werden 3 maal gewassen in physiologisch zout (NaCI 
0,85%) en ingesloten in een 10% oplossing van gelatine. Nadat de gelatine-
blokjes bij 4°C waren geplaatst en vast waren geworden, werden ze snel inge-
vroren in een mengsel van vast ijs en aceton (Burkholder en medewerkers 1961). 
De gelatineblokjes werden in een cryostaat bij —20oC in coupes van 5 micron 
dik gesneden. De coupes werden 1 uur bij kamertemperatuur gefixeerd in ace-
ton. Vervolgens werden ze gedurende een halfuur bij 37 °C behandeld met 1 : 
20 verdund caviaserum tegen Sendai-virus. Nadat de coupes 3 maal waren ge-
spoeld met een gebufferde zoutoplossing (pH 7,4), werden ze behandeld met 
konijneserum, dat antistoffen tegen gamma-globuline bevatte, die aan een fluo-
rescerende stof (fluoresceïne-isothiocyanaat) gebonden waren. Ook deze be-
handeling geschiedde gedurende een half uur bij 37 °C, waarna weer 3 maal 
gespoeld werd. De coupes werden afgedekt met glycerine en de dekglaasjes 
vastgehecht met paraffine. Ter controle werden bij ieder onderzoek proeven 
ingezet met negatief serum en met bufferoplossing. De coupes werden afgelezen 
onder een Zeiss fluorescentiemicroscoop. 
11. ONDERZOEK OP INTERFERON VORMING IN O R G A A N K W E K E N 
Voor een beschrijving van interferon mogen we verwijzen naar het proefschrift 
van Custers (1966). Men mag aannemen, dat een stof die door cellen tengevolge 
van een virusinfectie wordt geproduceerd, werkelijk interferon is, indien deze 
stof aan een aantal eisen voldoet. De stof mag niet dialyseerbaar zijn, moet re-
sistent zijn tegen behandeling met zuur (b.v. blootselling gedurende 24 uur aan 
een pH 2,0), mag niet te sedimenteren zijn in een ultracentrifuge en moet de 
productie van virussen, die gevoelig zijn voor interferon, duidelijk remmen 
(Wagner 1963). Bovendien is de werking van interferon geheel of grotendeels 
specifiek voor de species, waarvan de interferon vormende cellen afkomstig zijn 
(Sutton en Tyrrell 1961, Gifford 1963, Baron en medewerkers 1964, Merigan 
1964, Buckler en Baron 1966). 
* De immunofluorescentiereactie werd uitgevoerd in samenwerking met Mej. Drs. M. C. J. 
van Nunen. 
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Het onderzoek werd uitgevoerd op primaire en secundaire kweken van muizen-
embryo-fibroblasten (MEF). Voor de kweken werden muizenembryo's ge-
bruikt. De embryo's werden in de 18e week van de graviditeit door sectio cae-
saria bij zwangere muizen verwijderd. De kweken werden bereid volgens de 
methode, die door Smeur (1961) werd toegepast voor de bereiding van verse 
kweken van apeniercellen. Het aankweekmedium had dezelfde samenstelling 
als het medium, dat door ons voor kweken van apeniercellen werd gebruikt 
(paragraaf 6). 
Bij iedere proef werd naast de te onderzoeken orgaankweekvloeistoffen een 
controlepreparaat van interferon onderzocht. Wij hebben 2 controlepreparaten 
gebruikt, die op verschillende wijze waren bereid. 
Het eerste controlepreparaat werd in celkweken bereid. Primaire MEF-kweken 
werden aangelegd in Kimble-flessen van 200 ml. Nadat de cellen waren uitge-
groeid tot een 'monolayer', werd hieraan 10 ml onderhoudsmedium toegevoegd. 
Het onderhoudsmedium had de volgende samenstelling: 
Kalverserum 2 ml 
Natriumbicarbonaat 0,07 gr 
Penicilline 5.000 E 
Streptomycine 5.000 gamma 
Tissue Culture (TC) medium 199 100 ml 
De celkweken werden de volgende dag beent met influenza Ai-virus (stam Botting, 
ongeveer 10sTCID5o) en geïncubeerd bij 37°C.Ter controle werd ééncelkweek be-
ent met allantoïsvloeistof en eveneens bij 37 0C geïncubeerd. Op de 4e dag na de 
enting werd de bovenstaande vloeistof van de kweken geoogst. Op dit tijdstip 
kan interferon door de cellen zijn geproduceerd (Hitchcock en Isaacs 1960). De 
vloeistoffen werden met een snelheid van 2500 toeren per minuut gedurende 
10 minuten gecentrifugeerd. De bovenstaande vloeistof werd vervolgens verdeeld 
in hoeveelheden van 1 ml en bewaard bij —50°C voor verdere behandeling. 
Het tweede controlepreparaat werd in vivo bij muizen bereid. Volgens medede-
lingen van Baron en Buckler (1963) en van Subramanyan en Mims (1966) kun-
nen bij muizen, waaraan intraveneus geconcentreerde doses New Castle Disease 
virus of influenzavirus zijn toegediend, binnen 4 uur na de infectie grote hoe-
veelheden interferon in het serum worden aangetoond. Aan 10 mannelijke mui-
zen van 25 gram, die 8 weken oud waren, werd intraveneus 0,1 ml van een 
suspensie van influenza Аг- ігиз (stam Botting, ongeveer IO6·5 TCID50) toe­
gediend. Aan 6 controlemuizen werd 0,1 ml allantoïsvloeistof intraveneus toe-
gediend. Vier uur na de injectie werden de muizen door hartpunctie verbloed. 
De monsters bloed van de met virus ingespoten dieren werden 'gepoold', even-
als die van de controledieren. De sera, die hiervan werden bereid, werden bij 
—20oC bewaard. 
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Alle preparaten werden gedurende 24 uur bij 40C gedialyseerd tegen een 0,1 
molair buffer van 23,66 gr. KCl in 1900 ml aqua dest. Deze oplossing werd op 
pH 2 gebracht met 1 N HCl-oplossing en met aqua dest aangevuld tot een 
totaal volume van 2 liter (Burke 1961). Hierna werden de preparaten 2 maal 
gedialyseerd tegen Hanks' oplossing (pH 7,4). De Hanks' oplossing werd 2 maal 
ververst. De dialyse werd eveneens uitgevoerd bij 40C. 
Enkele preparaten van celkweken en van muizen, die met virus of met allantoïs-
vloeistof waren behandeld, werden gedurende één uur gecentrifugeerd in een 
Spinco L ultracentrifuge met Rotor 40 bij een snelheid van 40.000 omwente-
lingen per minuut. De bovenstaande vloeistoffen werden bij —50°C bewaard, 
voordat ze op interferentie werden onderzocht. Interferon wordt niet gesedi-
menteerd in een ultracentrifuge. Door middel van ultracentrifugatie kon wor-
den aangetoond of de eventueel in de preparaten aanwezige stof in deze eigen-
schap met interferon overeenkwam. 
Vacciniavirus en Bunyamweravirus werden als 'challenge' virussen gebruikt. 
Beide virussen zijn gevoelig voor interferon (Porterfield 1964). De virussen wer-
den eerst 5 maal gepasseerd in primaire kweken van MEF. Bij de passages wer-
den de kweken gedurende één uur aan virus blootgesteld. Hierna werden de 
kweken 3 maal gewassen met Hanks' oplossing en van het reeds genoemde 
onderhoudsmedium voorzien. Na de 5e passage werden de virussuspensies ver-
deeld in volumina van 1 ml en bewaard bij —50oC. 
Onderzoek op de aanwezigheid van interferon werd verricht in buizen met cel-
kweken (Sellers en Fitzpatrick 1960). Secundaire kweken van MEF werden ver-
kregen door omzetting van primaire kweken van MEF met 0,25% trypsine-
oplossing. Het aankweekmedium had dezelfde samenstelling als het medium, 
dat gebruikt werd voor primaire kweken van MEF. De buizen werden gebruikt, 
wanneer de cellen hierin waren uitgegroeid tot een 'monolayer'. Verdunningen 
van de op interferon te onderzoeken vloeistoffen werden gemaakt in het reeds 
genoemde onderhoudsmedium en vervolgens op de celkweken gebracht in een 
hoeveelheid van 0,9 ml per buis. Per verdunning werden 4 buizen gebruikt. De 
celkweken werden hierna gedurende 24 uur bij 37CC geïncubeerd. Vervolgens 
werd hieraan 100 TCID50 vaccinia- of Bunyamweravirus toegevoegd in een 
hoeveelheid van 0,1 ml per buis. 
De proeven werden afgelezen, wanneer in controlekweken van MEF, waaraan 
onderhoudsmedium was toegevoegd in plaats van de op interferon te onder-
zoeken vloeistof, alle cellen waren aangetast (4+ cytopathologisch effect). De 
sterkte van interferon werd uitgedrukt in de verdunning van de onderzochte 
vloeistof, die in 50% der buizen een duidelijke vermindering van het cytopa-
thologische effect van het 'challenge' virus veroorzaakte. Het cytopathologische 
effect werd vergeleken met dat van de controlekweken. 
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HOOFDSTUK III 
ONDERZOEK NAAR DE INVLOED VAN HET MILIEU 
VAN ORGAANKWEKEN OP DE 
VERMENIGVULDIGING VAN SENDAI-VIRUS 
1. METHODE VAN ORGAANKWEEK 
Er zijn vele methoden van orgaankweek beschreven. Enkele ervan werden door 
ons onderzocht. De methode, waarbij fragmenten op een plasmastolsel dat zich 
in een horlogeglas bevindt, worden geplaatst, hebben wij niet beproefd. Butler 
(1965) vond, dat fragmenten van kippentrachea, die volgens deze methode in 
kweek waren gebracht, binnen enkele dagen uitgroei van gededifferentieerde 
cellen vanuit de randen der fragmenten vertoonden. Bovendien is het bekend, 
dat plasma en serum specifieke en a-specifieke virusremmers kunnen bevatten. 
Het leek ons noodzakelijk kweken van orgaanfragmenten aan te houden in een 
synthetisch of semi-synthetisch medium. 
De methode van orgaankweek, waarbij fragmenten van organen worden ge-
plaatst op een plateau van 1 % agar in Tissue Culture medium 199, hebben wij 
wel beproefd. Wij hebben bij deze proeven gebruik gemaakt van tracheafrag-
menten. Het bleek, dat er bij toepassing van deze methodiek een relatief snelle 
uitgroei van gededifferentieerde cellen optrad. Bovendien was het niet mogelijk 
de trilhaarbeweging door middel van microscopisch onderzoek waar te nemen. 
Vervolgens hebben wij een methode toegepast, waarbij fragmenten op een plat-
vorm van roestvrij staalgaas worden geplaatst. Ook in dit geval hebben wij 
fragmenten van de trachea gebruikt. Het bleek, dat deze methode evenmin ge-
schikt was voor ons onderzoek. Binnen enkele dagen waren degeneratieve ver-
anderingen van deze fragmenten te zien, waarbij necrotische epitheelcellen wer-
den afgestoten. Verder was het niet mogelijk het onderhoudsmedium in zijn 
geheel te verwijderen. Bovendien was de trilhaarbeweging moeilijk waar te 
nemen. 
De methode, die door Hoorn en Tyrrell (1965) was aangegeven en door ons is 
beschreven in hoofdstuk II, paragraaf 1, had in vergelijking met andere metho-
den van orgaankweek belangrijke voordelen. De methode kon op eenvoudige 
wijze worden uitgevoerd, zodat verschillende orgaankweken gelijktijdig kon-
den worden aangelegd. Doordat de fragmenten zich hechtten aan de krassen, 
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die op de bodem van de plastic Petrischalen waren aangebracht, kon met een 
synthetisch of semi-synthetisch medium worden volstaan. Bovendien was het 
mogelijk het onderhoudsmedium in zijn geheel uit de Petrischalen te verwijde-
ren en voor onderzoek ter beschikking te hebben. De door Hoorn en Tyrrell 
(1965) beschreven methode werd door ons tijdens het gehele onderzoek toe-
gepast. 
2. BOVINE ALBUMINE IN HET ONDERHOUDSMEDIUM 
Het is uit de litteratuur bekend, dat bovine albumine een gedeeltelijk bescher-
mende werking uitoefent tegen inactivering van virussen, onder andere van 
Parainfluenzavirus SV5 (Choppin 1964). Volgens Tyrrell (persoonlijke medede-
ling) kon bovine albumine in een uiteindelijke concentratie van 0,2% zonder 
bezwaar aan orgaankweken worden toegevoegd. In hoofdstuk II, paragraaf 2, 
is aangegeven dat bovine albumine niet door cellen van orgaankweken wordt 
opgenomen. Wij hebben onderzocht of toevoeging van bovine albumine aan 
onderhoudsmedium invloed uitoefende op de virustiter en de trilhaaractiviteit. 
Voor het onderzoek werden kweken van trachea- en longfragmenten gebruikt. 
Aan 2 kweken van tracheafragmenten en 2 kweken van longfragmenten werd 
onderhoudsmedium met 0,2% bovine albumine toegevoegd. Gelijktijdig wer-
den 2 kweken van tracheafragmenten en 2 kweken van longfragmenten in on-
derhoudsmedium zonder bovine albumine aangehouden. De kweken werden 
daags na het vervaardigen beent met een suspensie van Sendai-virus, die na 
verdunning in onderhoudsmedium 103·5 TCID50 per 0,1 ml bevatte. Ter con-
trole van de trilhaaractiviteit werden in beide proefopstellingen kweken aan-
gehouden, die niet met virus waren beent. Nadat de kweken gedurende 20 mi-
nuten bij 350C aan het virus waren blootgesteld, werden ze 3 maal gewassen met 
Hanks' oplossing, van nieuw onderhoudsmedium voorzien en vervolgens ver-
der geïncubeerd bij 350C in een gasmengsel van 5% CO2 in lucht. De onder-
houdsmedia werden geoogst op de 2e, 4e, 6e en 8e dag na virusenting, en daarna 
op ieder van deze dagen vervangen door vers onderhoudsmedium. Het geoogste 
materiaal werd ingevroren en bij —50oC bewaard. Na afloop van de proef werd 
de titer van het virus in de geoogste media bepaald. De gemiddelde titer werd 
berekend voor de beide kweken, die op dezelfde wijze werden aangehouden en 
behandeld. Media, die op dezelfde dag waren geoogst van orgaankweken, die 
respectievelijk met en zonder bovine albumine waren aangehouden, werden 
steeds naast elkaar in één proef onderzocht. De titraties werden uitgevoerd op 
de wijze, zoals die is aangegeven in hoofdstuk II, paragraaf 6. Het onderzoek 
werd 2 maal verricht. De resultaten zijn weergegeven in tabel 3. 
Het blijkt, dat de toevoeging van bovine albumine een gunstig effect heeft. De 
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TABEL 3. Invloed van de toevoeging van bovine albumine aan onderhoudsmedium op de titer 
van Sendai-virus in orgaankweken. 
Onderhouds-
medium 
TC medium 199 
met 0,2% 
bovine albumine 
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2
 Minder dan 10 TCIDso per 0,1 ml. 
virustiters in orgaankweken met bovine albumine waren steeds aanzienlijk ho-
ger dan die van orgaankweken zonder bovine albumine. De invloed van bovine 
albumine berustte niet uitsluitend op een conserverend vermogen van deze stof 
tijdens het invriezen en bewaren van virus bij —50aC. Aan een suspensie van 
virus, dat was gegroeid in orgaankweken zonder bovine albumine, werd vlak 
voor het invriezen bovine albumine toegevoegd. De titer van deze virussuspen-
sie was hoger dan die van virussuspensie zonder bovine albumine, maar bedui-
dend lager dan die van een suspensie van virus, dat was gegroeid in orgaan-
kweken met bovine albumine. 
Bovine albumine oefende geen invloed uit op de activiteit van het trilhaar. Er 
was geen verschil in trilhaaractiviteit tussen onbeënte orgaankweken, waaraan 
respectievelijk wel en geen bovine albumine was toegevoegd. 
Op grond van deze bevindingen hebben wij bij de volgende onderzoekingen 
steeds bovine albumine in een eindconcentratie van 0,2 % aan het onderhouds-
medium van orgaankweken toegevoegd. 
3. SAMENSTELLING VAN HET ONDERHOUDSMEDIUM 
Vervolgens hebben wij nagegaan of de samenstelling van het onderhoudsme-
dium van betekenis was voor de uitkomsten van proeven in orgaankweken. 
Tissue Culture (TC) medium 199 en Eagle's medium werden gebruikt. Aan 
beide media waren 0,2% bovine albumine, 0,12% natrium bicarbonaat en anti-
biotica in de gebruikelijke dosering toegevoegd, zoals is aangegeven in hoofd-
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TABEL 4. Invloed van de samenstelling van het onderhoudsmedium op de titer van Sendai-
virus in orgaankweken. 
Onderhouds-
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 Sendai-virusstam 13 maal gepasseerd in bebroede kippeneieren. 
2
 Sendai-virusstam 10 maal gepasseerd in kweken van tracheafragmenten. 
3
 Log 10 TCIDso per 0,1 ml. 
stuk II, paragraaf 2. Kweken van neus-, trachea- en longfragmenten werden 
vervaardigd en aangehouden in respectievelijk TC medium 199 en Eagle's me-
dium. Het onderzoek werd in tweevoud uitgevoerd. De kweken werden beent 
met een suspensie van Sendai-virus (E 13), die in kippeneieren was gepas-
seerd en na verdunning in onderhoudsmedium IO4·5 TCIDsoperO,! ml bevatte, 
of met een suspensie van een Sendai-virusstam (T 10), die gepasseerd was in 
kweken van tracheafragmenten en na verdunning in onderhoudsmedium 102·5 
TCIDso per 0,1 ml bevatte. De proeven werden op soortgelijke wijze uitgevoerd 
als de in de vorige paragraaf beschreven proeven. De periode van virusadsorp-
tie bedroeg echter 3 uur in plaats van 20 minuten. De uitkomsten van de virus-
titraties zijn weergegeven in tabel 4. 
Het blijkt, dat er geen noemenswaardig verschil in virusopbrengst is tussen 
orgaankweken met Eagle's medium en orgaankweken met TC medium 199. 
Er was evenmin verschil in trilhaaractiviteit tussen onbeënte orgaankweken met 
Eagle's medium en onbeënte orgaankweken met TC medium 199. 
Tissue Culture (TC) medium 199 mag, wanneer het vergeleken wordt met 
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Eagle's medium, als een rijker synthetisch medium voor orgaankweken worden 
beschouwd, omdat het naast vitaminen en aminozuren ook nog nucleïnezuur-
derivaten, koolhydraten en enkele andere substanties waaronder adenosinetri-
fosfaat bevat. Mede om deze reden hebben wij TC medium 199 in alle proeven 
als onderhoudsmedium voor orgaankweken gebruikt. Bovendien leek het ons 
nuttig, dat zowel proeven in orgaankweken als de bepaling in celkweken van 
de titer van virus, dat zich in orgaankweken had vermenigvuldigd, met een-
zelfde soort onderhoudsmedium konden worden uitgevoerd. 
4. DUUR VAN VIRUSADSORPTIE 
Bij het onderzoek van Hoorn en Tyrrell (1965) werden kweken van fragmenten 
van luchtwegorganen gedurende een tijd van 6 tot 12 uur aan virus blootge-
steld. Na deze periode, waarin adsorptie kon optreden, werden de kweken 
3 maal gewassen met onderhoudsmedium en van nieuw onderhoudsmedium 
voorzien. Nadat door ons in sommige proeven de periode van virusadsorptie 
reeds was teruggebracht tot 3 à 4 uur, hebben wij vervolgens nagegaan of de 
periode nog verder kon worden verkort. 
De proef werd uitgevoerd in een broedkamer van 350C onder omstandigheden, 
die zijn beschreven in hoofdstuk II, paragraaf 5. Acht kweken van tracheafrag-
menten werden beent met een suspensie van Sendai-virus, die na verdunning in 
'adsorptiemedium' 103 TCID50 per 0,1 ml bevatte. Van twee kweken werd na 
een periode van 5 minuten het 'adsorptiemedium' verwijderd. De kweken wer-
den vervolgens 3 maal gewassen met Hanks' oplossing en van het gebruikelijke 
onderhoudsmedium voorzien. De andere kweken werden op dezelfde wijze be-
TABEL 5. Invloed van de duur van adsorptie van Sendai-virus aan orgaankweken op de titer 
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handeld, nadat ze respectievelijk 10, 20 en 60 minuten aan virus waren bloot-
gesteld; op ieder tijdstip werden steeds 2 kweken onderzocht. De onderhouds-
media van de kweken werden geoogst op de 2e, 4e, 6e en 8e dag na de virus-
enting. De titer van virus in de media van 2 kweken, die even lang aan virus 
waren blootgesteld, werd afzonderlijk bepaald. De gemiddelde waarde van de 
titers van virus werd berekend. De resultaten van het onderzoek zijn weerge-
geven in tabel 5. 
Het blijkt, dat er gedurende een periode van 5 minuten reeds voldoende virus 
geadsorbeerd is om een duidelijke vermenigvuldiging van virus te kunnen aan-
tonen. Adsorptie gedurende 60 minuten gaf geen beter resultaat dan adsorptie 
gedurende 20 minuten. Wij hebben daarom bij de meeste proeven een adsorp-
tieperiode van 20 minuten aangehouden. 
5. INCUBATIETEMPERATUUR VAN ORGAANKWEKEN 
Het is bekend, dat in vivo de temperatuur in de neus 32° tot 33 0C is, terwijl 
in de trachea een temperatuur van ongeveer 35 0C wordt gevonden. Met het 
oog hierop leek het ons van belang een onderzoek in te stellen naar vermenig-
vuldiging van Sendai-virus in orgaankweken, die bij verschillende temperaturen 
werden geïncubeerd. 
Kweken van neusfragmenten werden geïncubeerd bij respectievelijk 330C, 350C 
en 37 °C. Kweken van trachea- en longfragmenten werden eveneens bij deze 
temperaturen geïncubeerd. Alle kweken werden gelijktijdig en in tweevoud aan-
gelegd. De kweken werden beent met een suspensie van Sendai-virus, die na 
verdunning in onderhoudsmedium 104·5 TCID50 per 0,1 ml bevatte. De kweken 
werden gedurende 4 uur aan het virus blootgesteld. De onderhoudsmedia van 
de kweken werden geoogst op de 2e, 4e, 6e en 8e dag na enting van virus. Het 
onderzoek werd twee maal met vrijwel hetzelfde resultaat verricht. De uitkom-
sten van één van beide proeven zijn weergegeven in figuur 1. 
Er blijkt een verband te bestaan tussen incubatietemperatuur en opbrengst van 
virus. In kweken van neusfragmenten werden de hoogste virustiters gevonden 
bij een temperatuur van 330C, in kweken van trachea- en longfragmenten bij 
een temperatuur van 35°C. In alle 3 soorten orgaankweken waren de titers het 
laagst bij een temperatuur van 370C. 
Om deze conclusie te bevestigen werd het onderzoek verschillende malen met 
toepassing van kleine variaties herhaald. Aangezien de opbrengst van virus in 
kweken van longfragmenten aanzienlijk lager was dan die in kweken van neus-
en tracheafragmenten, werden bij deze proeven alleen de beide laatste soorten 
orgaankweken gebruikt. Bovendien werden de volgende proeven alleen bij een 
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FIGUUR 1. Invloed van de temperatuur op de vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken 
van neus-, trachea- en longfragmenten. Medium om de twee dagen in zijn geheel verwijderd. 
raturen deze optimaal waren voor virusvermenigvuldiging in kweken van res­
pectievelijk neus- en tracheafragmenten. Er werden proeven ingezet met sus­
pensies met verschillende hoeveelheden virus, respectievelijk 103·5 TCIDso per 
0,1 ml en 102·5 TCIDso per 0,1 ml. Verder werden onderzoekingen gedaan met 
een virusstam, die 10 maal bij 33°C gepasseerd was in kweken van neusfrag-
menten, en met een stam, die 10 maal bij 35°C gepasseerd was in kweken van 
tracheafragmenten; de eerste stam werd geënt in kweken van neusfragmenten, 
de tweede in kweken van tracheafragmenten. Vervolgens werden proeven ge-
daan met dezelfde virusstam en dezelfde hoeveelheid virus, die ook bij het eerste 
experiment (figuur 1) waren gebruikt. De duur van virusadsorptie werd echter 
verkort tot 20 minuten en de opbrengst van virus werd niet om de twee dagen, 
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TABEL 6 Invloed van de temperatuur op de vermenigvuldiging van Sendai-virus m kweken 












































































 Alle kweken zijn beent met Sendai-virus 103'5 TCIDjo/0,1 ml. Het medium werd om de 
twee dagen in zijn geheel verwijderd. 
2
 Log 10 TCIDJO per 0,1 ml 
TABEL 7. Invloed van de temperatuur op de vermenigvuldiging van Sendat-virus in kweken 







N 10 2 
E 1 3 3 
Τ 10« 
















































 Het medium werd om de twee dagen in zijn geheel verwijderd 
2
 Entmg van een Sendai-virusstam (102 TCIDso/O.l ml), die 10 maal gepasseerd is m kweken 
van neusfragmenten. 
3
 Enting van een Sendai-virusstam (102·5 TCIDso/O.l ml), die gepasseerd is m bebroede kip-
peneieren 
4
 Enting van een Sendai-virusstam (102>5 TCIDso/O.l ml), die 10 maal gepasseerd is in kweken 
van tracheafragmenten 
5
 Log 10 TCIDso per 0,1 ml. 
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maar iedere dag gemeten. Tenslotte werd een proef verricht, waarbij de virus-
opbrengst op een andere wijze werd gemeten. Het medium, dat op virus werd 
onderzocht, werd niet in zijn geheel verwijderd, zoals dit geschiedde in de voor­
gaande proeven, maar slechts voor een klein deel. Iedere dag werd 0,1 ml uit 
het medium genomen en vervangen door 0,1 ml vers medium. Het afgenomen 
medium werd 10 maal verdund in onderhoudsmedium en daarna bij —50 o C 
bewaard totdat het getitreerd werd. Deze werkwijze is uitvoeriger in hoofd­
stuk II, paragraaf 5, beschreven. 
De uitkomsten van de proeven zijn weergegeven in de tabellen 6 en 7, en in 
de figuren 2 en 3. Bij alle proeven werd hetzelfde resultaat gevonden. De virus-
opbrengst in kweken van neusfragmenten was het hoogste bij een temperatuur 
van 33 0C, die in kweken van tracheafragmenten bij een temperatuur van 35 0C. 
De invloed van de temperatuur op de productie van virus in kweken van 
tracheafragmenten was echter slechts zeer gering, indien het medium niet om 
de twee dagen in zijn geheel werd vervangen, maar iedere dag slechts 0,1 ml 
werd afgenomen (figuur 3). In de figuren 2 en 3 zijn bovendien microscopisch 
log 10 TCID 50/01 ml 
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nouuR 2. Invloed van de temperatuur op de vermenigvuldiging van Sendai-vims in kweken 
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психж 3. Invloed van de temperatuur op de vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken 
van neus- en tracheafragmenten. ledere dag werd 0,1 ml medium verwijderd voor onderzoek 
en vervangen door vers medium. 
waarneembare veranderingen van het trilhaarepitheel aangegeven. Het bleek, 
dat de activiteit van het trilhaar vanaf de 4e dag na de enting van virus vermin­
derde. Tegelijkertijd werd een destructie van het trilhaarepitheel waargenomen, 
die gepaard ging met het afstoten van necrotische epitheelcellen. De waarne­
mingen zijn weergegeven door middel van een horizontale kolom. De versmal­
ling van de kolom duidt op vermindering van de trilhaaractiviteit, de arcering 
van de kolom op destructie van het trilhaarepitheel. 
Op grond van de resultaten van de in deze paragraaf beschreven proeven heb­
ben wij bij onderzoekingen naar de vermenigvuldiging van virus in kweken van 
neus- en tracheafragmenten de kweken geïncubeerd bij temperaturen van res-
pectievelijk 33° en 35 °C. 
6. VIRUSCONCENTRATIES VAN HET INOCULUM 
Het is bekend, dat de opbrengst van virus in celkweken mede afhankelijk is 
van het aantal infectieuze partikels, dat hierin wordt geënt. Het leek ons van 
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belang te onderzoeken of de virusproductie in orgaankweken ook afhankelijk 
is van de concentratie van het virusinoculum. 
Wij hebben een proef gedaan met 2 verdunningen van een suspensie van Sen-
dai-virus, die respectievelijk 104·5 en 103·0 TCID50 per 0,1 ml bevatten. De virus-
verdunningen werden geënt in kweken van neus- en tracheafragmenten. De 
kweken werden gedurende 20 minuten aan virus blootgesteld. De kweken van 
neusfragmenten werden bij 33 "C geïncubeerd, die van tracheafragmenten bij 
350C. De onderhoudsmedia werden dagelijks in hun geheel geoogst. Daarna 
werden de kweken 3 maal gewassen met Hanks' oplossing en van nieuw medium 
voorzien. De resultaten van de proef zijn weergegeven in figuur 4. 
Er bleek geen duidelijk verschil in virusvermenigvuldiging te bestaan. In kwe-
ken, die met meer verdunde virussuspensie waren beent, werden de hoogste 
titers echter één dag later bereikt dan in kweken, die met een meer geconcen-
treerd inoculum waren beent. Ook de veranderingen van het trilhaarepitheel -
vermindering van de trilhaaractiviteit en destructie van het epitheel - traden in 
de eerstgenoemde kweken 1 dag later op. 
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FIGUUR 4. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van neus- en tracheafragmenten, 

















FIGUUR 5. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van tracheafragmenten, welke be­
ent zijn met virussuspensies, die IO4·3 TCIDso en 102·'TCIDjo(stippellijn) per 0,1 ml bevatten. 
Medium om de twee dagen in zijn geheel verwijderd. 
Er werd verder een proef uitgevoerd met 2 verdunningen van een suspensie van 
Sendai-virus, die respectievelijk IO4·5 en IO2·5 TCIDso per 0,1 ml bevatten. De 
virussuspensies werden per verdunning in tweevoud geënt in kweken van tra-
cheafragmenten. De kweken werden 3 uur aan het virus blootgesteld. De onder-
houdsmedia werden geoogst op de 2e, 4e, 6e en 8e dag na de enting. De titers 
van de media van ieder der beide kweken werden afzonderlijk bepaald; daarna 
werd het gemiddelde berekend. De titers van virus van één proef werden gelijk-
tijdig bepaald. Deze proef werd 4 maal in tweevoud herhaald met vrijwel het-
zelfde resultaat. De resultaten van dit onderzoek zijn weergegeven in figuur 5. 
Hoewel in een dergelijk onderzoek geen inlichtingen worden verkregen over de 
totale productie van virus in orgaankweken, zijn er toch aanwijzingen, dat op 
de 4e, 6e en 8e dag na de enting van virus de productie van virus in kweken van 
tracheafragmenten, welke beent waren met 102·5 TCIDso per 0,1 ml, hoger was 
dan in kweken, die beent waren met 104·5 TCIDso per 0,1 ml Sendai-virus. 
Door middel van titratie van Sendai-virus in orgaankweken kan men een in-
druk verkrijgen over de gevoeligheid van deze kweken voor Sendai-virus. Een 
10-voudige verdunningsreeks van een suspensie van Sendai-virus werd gemaakt 
in Hanks' oplossing. De voorverdunningen werden vervolgens 1 : 10 verdund 
in onderhoudsmedium en daarna geënt. Per verdunningen werden 2 kweken van 
neusfragmenten, 2 kweken van tracheafragmenten en 4 buizen met kweken van 
apeniercellen gebruikt. In de kweken van apeniercellen werd op de 4e dag na 
de enting van virus een hemadsorptiereactie verricht teneinde na te gaan of 
hierin virus aanwezig was. 
Om een maximale adsorptie van virus te verzekeren werd het onderhoudsme-
dium niet enkele uren, nadat het virus geënt was, weer verwijderd. Op de 4e 
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en 7e dag na de enting van virus werd het medium van orgaankweken geoogst. 
De media werden 1 : 10 verdund en geënt op 4 buizen met apeniercellen om 
vast te stellen of virusvermenigvuldiging was opgetreden. Het onderzoek werd 
3 maal in tweevoud herhaald met ongeveer hetzelfde resultaat. De resultaten 
van één onderzoek zijn weergegeven in tabel 8. 
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 De suspensie bevatte ongeveer IO6'5 TCIDso per 0,1 ml. 
2
 Onderhoudsmedium van orgaankweken werd 1 op 10 verdund, en in kweken van apenier-
cellen onderzocht. 
De suspensie van Sendai-virus, die voor deze onderzoekingen werd gebruikt, 
bleek in verschillende proeven steeds ongeveer 106·5 TCID50 per 0,1 ml te be-
vatten. Uit de gegevens van tabel 8 is af te leiden, dat in kweken van neus- en 
tracheafragmenten waarneembare vermenigvuldiging van Sendai-virus optrad, 
indien de kweken werden beent met tenminste 10 TCID50 virus. 
Wij hebben verder proeven gedaan met kweken van long- en oesophagusfrag-
menten van muizen. De kweken werden geïncubeerd bij 35 °C. De proeven wer-
den op dezelfde wijze verricht als de hierboven beschreven experimenten met 
kweken van neus- en tracheafragmenten. Uit deze proeven bleek, dat tenminste 
500-1000 TCID50 Sendai-virus nodig waren om vermenigvuldiging van virus 
in kweken van long- en oesophagusfragmenten te kunnen aantonen. Deze or-
gaankweken waren onder de omstandigheden van de door ons toegepaste 
proefopstelling dus minder gevoelig voor Sendai-virus dan kweken van neus-
en tracheafragmenten. 
7. pH VAN HET ONDERHOUDSMEDIUM 
In hoofdstuk II, paragraaf 2, hebben wij vermeld, dat het noodzakelijk was, 
natriumbicarbonaat aan het onderhoudsmedium toe te voegen om de trilhaar-
50 
activiteit in kweken van neus- of trachea fragmenten in stand te houden. Bij de 
eerste door ons verrichte onderzoekingen naar de vermenigvuldiging van Sen-
dai-virus in kweken van neus- en tracheafragmenten vonden wij vrij grote va-
riaties in de opbrengst van virus. Het bleek, dat de concentratie van natrium-
bicarbonaat in de onderhoudsmedia niet constant was. Aangezien het mogelijk 
leek, dat de variaties in virusopbrengst hiermee verband hielden, hebben wij een 
onderzoek ingesteld naar de invloed van de concentratie van natriumbicarbo-
naat in het onderhoudsmedium op de vermenigvuldiging van virus in orgaan-
kweken. 
Het was te verwachten, dat een verandering in het natriumbicarbonaatgehalte 
van het onderhoudsmedium tevens een wijziging van de pH waarde van het 
onderhoudsmedium tot gevolg zou hebben, indien het CCVgehalte van het ge-
bruikte gasmengsel constant werd gehouden. Om dit te toetsen hebben wij pH 
metingen verricht in onderhoudsmedia, waaraan verschillende hoeveelheden 
natriumbicarbonaat waren toegevoegd. Omstandigheden, welke invloed op de 
pH konden hebben, werden constant gehouden; de media werden in een water-
bad van 350C geplaatst en in contact gebracht met een gasmengsel, dat 5 % CO2 
in lucht bevatte. Het onderhoudsmedium dat voor ons gehele onderzoek ge-
bruikt werd en waarin steeds 0,13% natriumbicarbonaat aanwezig was (hoofd-
stuk II, paragraaf 2), bleek een pH waarde te hebben, welke steeds lag tussen 
7,1 en 7,2. Wanneer natriumbicarbonaat in een eindconcentratie van 0,25 %aan 
het onderhoudsmedium was toegevoegd, bleek de pH waarde te liggen tussen 
7,3 en 7,4. Werd natriumbicarbonaat in een eindconcentratie van 0,065 % on-
der dezelfde omstandigheden aan het onderhoudsmedium toegevoegd, dan 
werd een pH waarde gemeten, welke zich tussen 6,8 en 6,9 bevond. Wanneer 
echter onderhoudsmedium, waarin natriumbicarbonaat in een eindconcentratie 
van 0,065 % aanwezig was, werd geplaatst in een waterbad van 35CC en vervol-
gens werd gebracht in een atmosfeer van 2% CO2 in lucht, dan werd een pH 
waarde gemeten, welke zich bevond tussen 7,2 en 7,3. Van deze gegevens is in 
het volgende onderzoek gebruik gemaakt. 
Kweken van neus- en tracheafragmenten werden aangelegd in een onderhouds-
medium, waarin 0,065% natriumbicarbonaat aanwezig was. Daarnaast wer-
den kweken van neus- en tracheafragmenten aangelegd in een onderhoudsme-
dium met 0,13% natriumbicarbonaat. Alle kweken werden in tweevoud aange-
legd en gebracht in een gasmengsel van 5 % CO2 in lucht. Kweken van neusfrag-
menten werden geïncubeerd bij 33 0C, kweken van tracheafragmenten bij 350C 
(hoofdstuk III, paragraaf 6). Alle kweken werden gelijktijdig beent met een sus-
pensie van Sendai-virus, die na verdunning in onderhoudsmedium 103 TCID50 
per 0,1 ml bevatte. De kweken werden op de gebruikelijke wijze gedurende 
20 minuten aan virus blootgesteld. Op de Ie tot en met de 6e dag en eveneens 
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op de 8e dag na virusenting werden monsters van 0,1 ml uit het onderhouds-
medium genomen voor onderzoek op virus. De titers van de media van ieder 
der beide kweken werden afzonderlijk bepaald; daarna werd het gemiddelde 
berekend. Het onderzoek werd 2 maal in tweevoud herhaald, steeds met het-
zelfde resultaat. De resultaten van één van de proeven zijn weergegeven in 
figuur 6. 
Het blijkt, dat in kweken, waaraan onderhoudsmedium was toegevoegd met 
0,065 % natriumbicarbonaat en waarvan de pH lag tussen 6,8 en 6,9, gedurende 
de eerste 3 dagen na de enting minder virus aantoonbaar was dan in kweken 
met 0,13% natriumbicarbonaat en een pH van 7,1 tot 7,2. Er was geen verschil 
in trilhaaractiviteit tussen onbeënte kweken met meer en minder natriumbicar-
bonaat. 
Wij hebben vervolgens getracht een antwoord te geven op de vraag of het na-
triumbicarbonaatgehalte dan wel de pH waarde van het onderhoudsmedium 
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FIGUUR 6. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van neus- en tracheafragmenten 
met 0,065% (pH 6,8 tot 6,9) en 0,13% (pH 7,1 tot 7,2) natriumbicarbonaat. ledere dag werd 
0,1 ml medium verwijderd voor onderzoek en vervangen door vers medium. 
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na de enting. Kweken van tracheafragmenten werden aangelegd in een onder-
houdsmedium, waarin natriumbicarbonaat in een eindconcentratie van respec-
tievelijk 0,065%, 0,13% en 0,25% aanwezig was. De kweken werden bij 35 0C 
gebracht in een gasmengsel van 5 % CO2 in lucht. Daarnaast werden kweken 
van tracheafragmenten aangelegd in een onderhoudsmedium, waarin 0,065% 
natriumbicarbonaat aanwezig was. Deze kweken werden bij 35 "C gebracht in 
een gasmengsel van 2% CO2 in lucht. Alle kweken werden gelijktijdig beent 
met een suspensie van Sendai-virus, die 102·7 TCID50 per 0,1 ml bevatte. De 
kweken werden op de gebruikelijke wijze gedurende 20 minuten aan virus bloot-
gesteld. Op de Ie, 2e, 3e, 4e, 6e en 8e dag na de enting van het virus werden 
monsters van 0,1 ml uit het onderhoudsmedium genomen. De resultaten zijn 
weergegeven in tabel 9. 
Ook deze proeven laten weer zien, dat er gedurende de eerste dagen na de en-
ting minder virus aantoonbaar was in kweken met een geringe concentratie 
(0,065%) natriumbicarbonaat en een lage pH (6,8-6,9). In kweken met een-
zelfde concentratie (0,065 %) natriumbicarbonaat, die in een ander gasmengsel 
werden geïncubeerd tengevolge waarvan de pH op een hoger niveau (7,2-7,3) 
kwam te liggen, werden hogere virustiters gevonden. Deze bevindingen wijzen 
erop, dat waarschijnlijk de pH van meer betekenis is voor de verandering in 
virusopbrengst gedurende de eerste dagen na de enting dan de concentratie 
natriumbicarbonaat. In de beschouwingen van dit hoofdstuk wordt hierop na-
TABEL 9. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van tracheafragmenten met verschil-
lende concentraties natriumbicarbonaat en bij verschillende pH. 
Concentratie Con-
Soort natrium- centratie 
orgaan- bicarbonaat CO: in 
kweek in medium gasmengsel 
pH' Proef 
Virustiter op verschillende dagen 
na enting 



















































1,7 3,2 4,7 4,7 4,5 5,5 
1,5 2,7 4,5 4,5 4,5 5 
1
 pH-waarde bepaald met pH-meter (Radiometer); continue controle met phenolrood. 
2
 Log 10 TCIDso per 0,1 ml. 
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der ingegaan. Tenslotte willen wij er nog op wijzen, dat onbeënte kweken, die 
eveneens in media met verschillende concentraties natriumbicarbonaat en bij 
verschillende pH werden aangehouden, geen verschil in trilhaaractiviteit ver-
toonden. 
8. ZUURSTOFGEHALTE VAN HET GASMENGSEL 
Naast een gasmengsel van 5% CO2 in lucht zijn ook gasmengsels van CO2 in 
zuurstof voor orgaankweken gebruikt. Trowell (1955,1959) kweekte fragmenten 
van rattentrachea in een gasmengsel van 3% CO2 in zuurstof. Craighead 
(1966 b) maakte bij proeven met kweken van neusfragmenten van caviae zowel 
gebruik van een gasmengsel van 5% CO2 in lucht als van een gasmengsel van 
5 % CO2 in zuurstof. Het leek ons van belang om een onderzoek te doen naar 
de vermenigvuldiging van Sendai-virus in orgaankweken, die in aanwezigheid 
van verschillende gasmengsels werden geïncubeerd. 
Kweken van trachea- en longfragmenten werden geïncubeerd in aanwezigheid 
van 3 verschillende gasmengsels: 
5 % CO2 50 % stikstof 45 % lucht ( ± 10 % zuurstof) 
5%C02 in lucht ( ± 2 0 % zuurstof) 
5%C02 40% zuurstof 55% lucht (± 50% zuurstof) 
Het was niet mogelijk de vermenigvuldiging van Sendai-virus onder anaërobe 
omstandigheden te onderzoeken. Kweken van tracheafragmenten, welke bij 
350C in een gasmengsel van 5% CO2 in stikstof geplaatst waren, vertoonden 
binnen 24 uur, nadat de kweken waren aangelegd, geen trilhaaractiviteit meer. 
Bovendien bleken necrotische epitheelcellen te zijn afgestoten. 
De gasmengsels werden samengesteld door gebruik te maken van 'flowmeters', 
welke voor de afzonderlijke gassoorten waren geijkt. De kweken werden geïn-
cubeerd bij 35 0C. Ze werden beent met een suspensie van Sendai-virus, die na 
verdunning in onderhoudsmedium I03 TCID50 per 0,1 ml bevatte. Het virus 
werd niet verwijderd kort na de enting zoals in het algemeen gebruikelijk was. 
Op de 2e dag werd het onderhoudsmedium, waarin het virus gesuspendeerd 
was, vervangen door vers medium. De onderhoudsmedia werden vervolgens op 
de 4e en 6e dag na de virusenting geoogst. De media van kweken, die in twee-
voud waren aangelegd, werden steeds afzonderlijk getitreerd (proef 1 en proef 2). 
Het onderzoek werd vervolgens herhaald met kweken van trachea- en longfrag-
menten, die in aanwezigheid van ongeveer 20% en 50% O2 werden gekweekt 
en werden beent met een suspensie van Sendai-virus, die IO3·5 TCID50 per 
0,1 ml bevatte. De kweken werden gedurende 20 minuten aan virus blootgesteld. 
Op de Ie, 2e, 3e, 4e, 6e en 8e dag na de virusenting werd 0,1 ml van het onder-
houdsmedium genomen en vervangen door 0,1 ml vers medium. Het afgenomen 
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medium werd 1 op 10 in onderhoudsmedium verdund en bij —50oC bewaard 
totdat het getitreerd werd. Deze werkwijze is uitvoeriger in hoofdstuk II, para­
graaf 5, beschreven. 
De resultaten van het eerste en tweede onderzoek zijn weergegeven in de tabel-
TABEL 10. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van trachea- en longfragmenten in 
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 Alle kweken zijn beent met Sendai-virus 103 TCIDso/O.l ml. Het medium werd om de twee 
dagen in zijn geheel verwijderd. 
2
 Log 10 TCID50 per 0,1 ml. 
3
 N.O. : niet onderzocht. 
TABEL 11. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van trachea- en longfragmenten in 
















































































 Alle kweken zijn beent met Sendai-virus 103·5 TCIDso/O,! ml. Op ieder van de aangegeven 
dagen werd 0,1 ml medium verwijderd voor onderzoek en vervangen door vers medium. 
2
 Log 10 TCIDso per 0,1 ml. 
3
 Minder dan 10 TCIDso per 0,1 ml. 
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len 10 en 11. Er werden geen duidelijke verschillen in virusopbrengst waarge-
nomen tussen kweken, die in aanwezigheid van verschillende gasmengsels wer-
den geïncubeerd. Zoals reeds eerder was gevonden (hoofdstuk III, paragraaf 5), 
was de opbrengst van virus in kweken van longfragmenten aanzienlijk lager dan 
die in kweken van tracheafragmenten. Op grond van de uitkomsten van de in 
deze paragraaf vermelde onderzoekingen hebben wij geen wijziging aangebracht 
in de samenstelling van het tot nu toe gebruikelijke gasmengsel van 5% CO2 
in lucht. 
9. HISTOLOGISCH ONDERZOEK EN IMMUNOFLUORESCENTIE 
VAN MET SENDAI-VIRUS BEËNTE EN ONBEËNTE ORGAANKWEKEN 
Om een indruk te verkrijgen van de structuur van de door ons gebruikte or-
gaankweken en van de aard van de afwijkingen, die hierin door Sendai-virus 
kunnen worden teweeggebracht, hebben wij orgaankweken histologisch onder-
zocht. Wij hebben hiervoor gebruik gemaakt van kweken van neus- en trachea-
fragmenten. Kweken, die met Sendai-virus waren beent, werden vergeleken met 
onbeënte kweken. Om het histologisch beeld van de orgaankweken te kunnen 
vergelijken met het beeld van deze orgaankweken in vivo werden bovendien 
neus- en tracheafragmenten direct na verwijdering bij muizen histologisch on-
derzocht. De orgaankweken werden beent met 2 verdunningen van een suspen-
sie van Sendai-virus, die respectievelijk 104·5 en 102·5 TCID50 per 0,1 ml be-
vatten. Histologisch onderzoek werd verricht op de 2e, 4e, 5e en 6e dag na de 
enting van virus; de orgaankweken waren op deze tijdstippen respectievelijk 3, 
5, 6 en 7 dagen oud. De wijze, waarop het histologische onderzoek werd uit-
gevoerd, is beschreven in hoofdstuk II, paragraaf 9. 
In de trachea, die direct na verwijdering uit het dier was onderzocht en dus de 
situatie in vivo weergaf, werd een meerrijig, hoog cylinderepitheel met trilharen 
gevonden (figuur 7). Sporadisch werden tussen de epitheelcellen bekercellen 
waargenomen. Figuur 8 Iaat zien, dat epitheel van tracheafragmenten, die ge-
durende 5 dagen waren gekweekt, eveneens bestond uit meerrijig cylinderepi-
theel, dat voorzien was van trilharen. De rangschikking van de cellen van het 
epitheel was echter minder regelmatig. Figuur 9 geeft de veranderingen in kwe-
ken van tracheafragmenten weer, die op de 5e dag na de enting van een ver-
dunde suspensie (102·5 TCID50 per 0,1 ml) van Sendai-virus werden gevonden. 
Tussen de epitheelcellen werden 'vacuolen' waargenomen. Door middel van 
electronenmicroscopisch onderzoek kon worden bevestigd, dat de 'vacuolen' 
intercellulair gelegen waren. Na enting van een meer geconcentreerde suspensie 
van Sendai-virus (104·5 TCIDso per 0,1 ml) werd een lichte destructie gezien 
van het trilhaarepitheel op de 2e dag na de enting (figuur 10) ; een uitgebreide 
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FIGUUR 7. Trachea in vivo (H.E. 540 x ) . 
FIGUUR 8. Tracheafragment, 5 dagen in vitro gekweekt (H.E. 540 χ ) . 
FIGUUR 9. Tracheafragment 5 dagen na enting van 102·5 TCID50 Sendai-virus (H.E. 540 x) . 
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FIGUUR 10. Tracheafragment 2 dagen na enting van 104-5 TCID50 Sendai-virus (H.E. 540 ). 




FIGUUR 12. Trilhaarepitheel van de trachea in vivo (15000 χ ) . 
FIGUUR 13. Trilhaarepitheel van tracheafragment 5 dagen na enting van IO2·5 TCID50 Sen-
dai-virus (17500 x) . 
FIGUUR 14. Immunofluorescentiereactie: tracheafragment, 3 dagen in vitro gekweekt (400 • ). 
FIGUUR 15. Immunofluorescentiereactie: tracheafragment 2 dagen na enting van IO'·5 TCID50 
Sendai-virus (400 x ) . 
destructie van het tnlhaarepitheel werd op de 5e dag na de enting van Sendai-
virus waargenomen (figuur 11). Er werden bovendien epitheelcellen afgestoten, 
waarin een kleine pycnotische kern en gevacuoliseerd protoplasma te zien wa-
ren. Afbeeldingen van de door Sendai-virus veroorzaakte veranderingen in 
kweken van neusfragmenten zijn niet in het proefschrift opgenomen, omdat de 
veranderingen minder duidelijk waren dan die in kweken van tracheafragmen-
ten. 
Uit het histologisch onderzoek blijkt, dat het weefsel van kweken van neus- en 
tracheafragmenten nog verscheidene dagen na de enting van een relatief geringe 
hoeveelheid Sendai-virus zijn vorm behoudt. Ook de trilhaaractiviteit blijft ver-
scheidene dagen intact. Gedurende deze periode wordt er reeds virus geprodu-
ceerd (hoofdstuk III, paragraaf 6). Na enting van een grotere hoeveelheid virus 
treedt er binnen enkele dagen destructie van het tnlhaarepitheel op. 
Door middel van electronenmicroscopisch onderzoek van tracheafragmenten, 
die direct na verwijdering bij muizen werden onderzocht, kon worden aange-
toond, dat de trilharen de karakteristieke structuur vertoonden (figuur 12 
rechterzijde boven). Deze structuur was ook terug te vinden in tnlhaarepitheel 
van kweken van tracheafragmenten, welke 5 dagen na enting van 102·5 TCIDjo 
Sendai-virus werden onderzocht (figuur 13 rechterzijde boven). De structuur van 
het tnlhaarepitheel was in beide gevallen ongeveer gelijk, voor zover dit in het 
onderzoek kon worden nagegaan. De wijze, waarop het electronenmicroscopisch 
onderzoek werd uitgevoerd, is beschreven in hoofdstuk II, paragraaf 9. 
Met behulp van de immunofluorescentiereactie kon worden aangetoond, dat 
vermenigvuldiging van Sendai-virus uitsluitend plaats vond in het tnlhaarepi-
theel. Het onderzoek werd uitgevoerd met kweken van tracheafragmenten, die 
werden beent met een suspensie van Sendai-virus, die 103·5 TCID50 per 0,1 ml 
bevatte. Het onderzoek door middel van de immunofluorescentiereactie werd 
uitgevoerd op de 2e dag na de enting. Ter controle werden tevens onbeënte 
kweken van tracheafragmenten onderzocht. Het onderzoek werd uitgevoerd op 
de wijze, die in hoofdstuk II, paragraaf 10, is beschreven. Het bleek, dat Sendai-
virusantigeen uitsluitend in het cytoplasma van de trilhaarepitheelcellen geloca-
liseerd was (figuur 14 en figuur 15). 
BESCHOUWINGEN 
Uit het onderzoek blijkt, dat vermenigvuldiging van Sendai-virus is aan te to-
nen in kweken van organen van muizen. Kweken van neus-, trachea- en long-
fragmenten werden aangelegd volgens de methode, die is beschreven door 
Hoorn en Tyrrell (1965). Ze werden voorzien van onderhoudsmedium, dat be-
stond uit TC medium 199. Wanneer bovine albumine in een eindconcentratie 
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van 0,2 % aan het onderhoudsmedium werd toegevoegd, werden hogere virus-
titers gevonden dan in kweken met medium zonder bovine albumine. Het was 
opvallend, dat de opbrengst van Sendai-virus in kweken van longfragmenten 
veel geringer was dan die in kweken van neus- of tracheafragmenten. De titers 
van Sendai-virus in kweken van longfragmenten waren ongeveer even hoog als 
de titers van dit virus in kweken van fragmenten van de oesophagus (IO3 TCID50 
per 0,1 ml). De lage virustiters in kweken van longfragmenten zouden mogelijk 
verklaard kunnen worden door de omstandigheid, dat binnen enkele dagen na 
het aanleggen van deze kweken progressieve necrose met obliteratie van de al-
véolaire ruimten optrad, hetgeen door histologisch onderzoek kon worden aan-
getoond. In dit opzicht zijn onze bevindingen in overeenstemming met de ge-
gevens uit de litteratuur (Carleton 1925, Rosin 1947, Trowell 1959). 
Het onderzoek toonde aan, dat er gedurende een periode van 5 minuten reeds 
voldoende virus geadsobeerd werd om duidelijke vermenigvuldiging van virus 
te kunnen aantonen. Het bleek verder, dat er een verband bestond tussen de 
incubatietemperatuur van de orgaankweken en de opbrengst van virus hierin. 
In kweken van neusfragmenten werden de hoogste virustiters gevonden bij een 
temperatuur van 33°C, in kweken van trachea- en longfragmenten bij een tem-
peratuur van 350C. De invloed van de temperatuur op de vermenigvuldiging 
van virus in kweken van tracheafragmenten was echter zeer gering, indien het 
medium niet om de twee dagen in zijn geheel werd verwijderd, maar iedere dag 
slechts 0,1 ml medium werd afgenomen. 
Uit de litteratuur is het bekend, dat de productie van interferon in celkweken, 
welke met virussen beent zijn, mede wordt bepaald door de temperatuur, waar-
bij de kweken werden geïncubeerd (Ruiz-Gomez en Isaacs 1963). Uit andere 
proeven bleek, dat er geen productie van interferon kon worden aangetoond in 
kweken van neusfragmenten van cavia na enting met Parainfluenzavirus type 3 
(Craighead 1966b). Het leek ons van belang een poging te doen om productie 
van interferon aan te tonen in kweken van neus- en tracheafragmenten, welke 
beent waren met Sendai-virus. Het onderzoek werd uitgevoerd op de wijze, die 
is aangegeven in hoofdstuk II, paragraaf 11. 
Evenals Glasgow (1956) vonden wij, dat muizen embryofibroblasten (MEF) 
weinig gevoelig waren voor vaccinia virus. Daarom werd Bunyamwera-virus 
als 'challenge virus' gebruikt. In onderhoudsmedia, die één dag na enting met 
Sendai-virus waren geoogst, kon geen interferon worden aangetoond. Op de 
2e dag na de enting kon wel interferon worden aangetoond. In media van kwe-
ken van neusfragmenten, die bij 350C waren geïncubeerd, werd op dit tijdstip 
meer interferon gevonden dan in media van kweken, die bij 33 CC waren geïn-
cubeerd; respectievelijk in een verdunning van 1:36 en van 1:4. In kweken van 
tracheafragmenten, die bij 330C of 350C waren geïncubeerd, was op de 2e dag 
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na de enting van virus ongeveer evenveel interferon aanwezig; in beide gevallen 
was interferon aantoonbaar in 1:12 verdund medium. De proeven werden twee-
maal herhaald met ongeveer hetzelfde resultaat. In de twee controlepreparaten 
van interferon, welke in hoofdstuk II, paragraaf 11 zijn beschreven, was inter-
feron aantoonbaar in een verdunning van 1:12 tot 1.36. In onderhoudsmedia 
van onbeënte orgaankweken werd geen interferon aangetoond. De uitkomsten 
van het onderzoek wijzen erop, dat interferon mogelijk van betekenis is voor 
de geringere opbrengst van Sendai-virus in kweken van neusfragmenten, die bij 
350C zijn geïncubeerd. 
Het is mogelijk, dat de bevinding, dat Sendai-virus zich beter in kweken van 
neusfragmenten vermenigvuldigt bij een temperatuur van 33 0C dan bij een tem-
peratuur van 35° en 370C, verband houdt met de waarneming, dat in vivo de 
temperatuur in de neus 32CC tot 330C bedraagt (Negus 1958). De betere ver-
menigvuldiging van Sendai-virus in kweken van tracheafragmenten, bij een 
temperatuur van 35°C zou eveneens kunnen samenhangen met het feit, dat in 
vivo de temperatuur in de trachea ongeveer 350C bedraagt. 
In kweken met een relatieve geringe concentratie natriumbicarbonaat en met 
een relatief lage pH was er gedurende de eerste dagen na enting minder virus 
aantoonbaar dan in kweken met meer natriumbicarbonaat en een hogere pH. 
Wij hebben ons afgevraagd of de pH dan wel het natriumbicarbonaatgehalte 
hiervoor verantwoordelijk was. In verschillende publicaties over de vermenig-
vuldiging van virussen in celkweken wordt meegedeeld, dat een verlaging van 
het natriumbicarbonaatgehalte in het onderhoudsmedium verantwoordelijk is 
voor vermindering of vertraging van de vermenigvuldiging van virus (Hsiung 
en Melnick 1958, Zwartouw en medewerkers 1960, Mosley en Enders 1962). 
Diefenthal en Habermehl (1965) hebben proeven gedaan in celkweken met ver-
schillende concentraties natriumbicarbonaat en met gasmengsels, waarin het 
CCh-gehalte varieerde. Zij hebben aangetoond, dat niet het natriumbicarbo-
naatgehalte, maar de pH van het onderhoudsmedium van beslissende betekenis 
was voor de vermenigvuldiging van virus in de eerste tijd na de enting. Uit 
ons onderzoek blijkt, dat dit waarschijnlijk ook geldt voor orgaankweken. 
Het is opmerkelijk, dat de invloed van de pH alleen gedurende de eerste 3 dagen 
na enting van Sendai-virus waarneembaar was. Zou de lagere pH rechtstreeks 
op het virus werken en niet via beïnvloeding van het vermenigvuldigingsproces 
in de cel, dan zou gedurende de gehele periode van de proef een verlaagde virus-
titer gevonden moeten worden. Ook om andere reden lijkt het onwaarschijnlijk, 
dat een lagere pH een directe werking op Sendai-virus zou uitoefenen. Uit 
proeven van Dick en Mogabgab (1962) bl'jkt, dat Parainfluenzavirus type 1, 
dat antigeen nauw verwant is aan Sendai-virus, het meest stabiel is bij een licht 
zure of neutrale pH en dat de infectiositeit van dit virus eerst duidelijk terug 
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loopt bij pH waarden buiten het traject 5,7-8,7. Een verklaring voor de ver-
minderde vermenigvuldiging van virus zou onder meer gezocht kunnen worden 
in een toeneming van productie van interferon in kweken van tracheafragmen-
ten onder invloed van een verlaagde pH. Uit een onderzoek naar de invloed 
van de pH op de productie van interferon in celkweken (de Mayer en de Somer 
1962) bleek, dat verlaging van de pH tot een waarde van 6,8, welke door ver-
mindering van het natriumbicarbonaatgehalte in het onderhoudsmedium werd 
bereikt, gunstig was voor zowel de productie als de werking van interferon. Wij 
hebben daarom een vergelijkend onderzoek gedaan naar de vorming van inter-
feron in orgaankweken, die met Sendai-virus waren beent en bij een pH van 
6,8-6,9 of bij een pH van 7,1-7,2 werden geïncubeerd. 
In kweken van neus- en tracheafragmenten, welke bij pH 6,8-6,9 werden 
geïncubeerd, werd nagenoeg evenveel interferon gevormd als in kweken, die bij 
pH 7,1-7,2 werden geïncubeerd; in beide gevallen was interferon aantoon-
baar in medium, dat 1:12 was verdund. De proeven werden tweemaal herhaald 
met ongeveer hetzelfde resultaat. De productie van interferon in orgaankweken 
van muizenorganen blijkt dus door verlaging van de pH niet te zijn toegenomen. 
Tenslotte toonde het onderzoek aan, dat variatie in het Ch-gehalte van het gas-
mengsel, dat werd gebruikt tijdens de incubatie van orgaankweken, geen aan-
toonbare invloed uitoefende op de vermenigvuldiging van virus hierin. Deze 
bevindingen komen overeen met de waarnemingen van Craighead (1966 b). 
HOOFDSTUK IV 
ONDERZOEK NAAR ADAPTATIE VAN SENDAI-VIRUS 
AAN ORGANEN EN NAAR DE INVLOED VAN GESLACHT 
EN LEEFTIJD VAN MUIZEN, DIE GEBRUIKT WERDEN 
VOOR VIRUSPROEVEN IN ORGAANKWEKEN 
1. PASSAGE VAN SENDAI-VIRUS IN ORGAANKWEKEN 
Wij hebben onderzocht of het mogelijk was Sendai-virus in orgaankweken van 
muizen te passeren. Het leek ons van belang om na te gaan of enkele eigen-
schappen (hemagglutinerend vermogen en virusvermenigvuldiging in orgaan-
kweken) van Sendai-virus, dat 10 maal in orgaankweken van muizen was ge-
passeerd, verschilden van die van Sendai-virus, dat in bebroede kippeneieren 
was gepasseerd. 
Sendai-virus werd geënt in kweken van neusfragmenten. Onderhoudsmedium 
werd op de 4e dag na de enting geoogst en rechtstreeks - zonder dat het mate-
riaal eerst werd bevroren - gepasseerd in nieuwe kweken van neusfragmenten. 
Het virus werd in totaal 10 maal in kweken van neusfragmenten gepasseerd. 
Op dezelfde wijze werd Sendai-virus gepasseerd in kweken van tracheafragmen-
ten en in kweken van longfragmenten. Voor deze proeven werd Sendai-virus 
gebruikt, dat was gekweekt in bebroede kippeneieren. Bij de eerste enting in 
de orgaankweken werd een suspensie gebruikt, die IO4·5 TCID50 per 0,1 ml be-
vatte. Bij de eerste enting en bij alle passages werden de orgaankweken gedu-
rende tenminste 2 uur aan het virus blootgesteld. Kweken van neusfragmenten 
werden bij 33° of 35 °C geïncubeerd, de overige orgaankweken uitsluitend bij 
35 0C. Een deel van het onderhoudsmedium, dat geoogst werd op de 4e dag, 
werd bewaard bij —50oC totdat het getitreerd werd in kweken van apeniercel-
len. Het overige gedeelte van het onderhoudsmedium werd gebruikt voor pas-
sage; het medium werd in een verdunning van 1 : 2 of 1 : 20 gepasseerd in 
nieuwe orgaankweken. De uitkomsten van de proeven zijn weergegeven in fi-
guur 16 en tabel 12. Figuur 16 geeft de uitkomsten weer van een onderzoek, 
waarbij het voor de passages gebruikte materiaal steeds 1 : 2 werd verdund. 
De proeven werden herhaald met twee verdunningen (1 : 2 en 1 : 20) van 
het te passeren materiaal. De uitkomsten van dit onderzoek zijn weergegeven 
in tabel 12. 
Het blijkt dat Sendai-virus zich ook na herhaalde passages in kweken van tra-
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FIGUUR 16. Passage van Sendai-virus in kweken van neus- en tracheafragmenten. 
TABEL 12. Passage van Sendai-virus in kweken van neus- en tracheafragmenten. 
Verdunning 
Soort van Virustiter op 4e dag na enting tijdens achtereenvolgende passages 
orgaan- Incubatie- passage-
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1
 Log 10 TCIDso per 0,1 ml. 
cheafragmenten goed blijft vermenigvuldigen in deze orgaankweken. De resul­
taten van de proeven in kweken van neusfragmenten waren afhankelijk van de 
temperatuur van incubatie en van de verdunningsgraad van het inoculum, dat 
voor passages werd gebruikt. Passages van virus in kweken, die bij 33 °C wer­
den geïncubeerd, verliepen met succes. Daarentegen was het niet mogelijk het 
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virus te passeren in kweken, die bij 35 "С werden geïncubeerd, tenzij het gepas-
seerde materiaal steeds 1 : 20 - in plaats van 1:2- werd verdund. Passages in 
kweken van longfragmenten hadden een wisselvallig resultaat. Slechts één maal 
gelukte het ons het virus in deze kweken een aantal malen te passeren. De titers 
waren echter steeds laag en vanaf de 9e passage was er geen virus meer aantoon-
baar. Serologisch onderzoek door middel van de hemadsorptieremmingsreactie 
met behulp van antiserum tegen Sendai-virus toonde aan, dat het virus, dat 
tijdens de 10e passage in kweken van neus- en tracheafragmenten was geoogst, 
identiek was aan Sendai-virus. 
Wij hebben vervolgens een onderzoek gedaan naar de hemagglutinerende eigen-
schappen van Sendai-virus na passage in orgaankweken. Voor dit onderzoek 
werden erythrocyten van kippen en muizen gebruikt. Hemagglutinatiereacties 
werden verricht met virus, dat 10 maal in kweken van neus- of tracheafragmen-
ten was gepasseerd. Ter vergelijking werd het oorspronkelijke inoculum van 
Sendai-virus, dat gekweekt was in bebroede kippeneieren, eveneens onderzocht. 
Verder werd een Sendai-virusstam onderzocht, die wij hadden ontvangen van 
Dr. Fukumi te Tokyo; deze stam was eveneens gekweekt in bebroede kippen-
eieren. Bovendien werd Sendai-virus onderzocht, dat 10 maal in vivo in de neus 
van mannelijke muizen was gepasseerd; voor deze proef werd een suspensie van 
neusslijmvlies gebruikt (hoofdstuk II, paragraaf 4). De uitkomsten van de proe-
ven zijn weergegeven in tabel 13. 
Het blijkt, dat de hemagglutinerende eigenschappen van Sendai-virus na pas-
sage in orgaankweken niet waren veranderd ; zowel kippen- als muizenerythro-
cyten werden geagglutineerd. De titers waren weliswaar lager dan die van virus, 
dat in kippeneieren was gekweekt, maar dit hangt vermoedelijk samen met de 
geringere opbrengst van virus in orgaankweken; ook de infectietiters van 
in orgaankweken gegroeid virus waren lager dan die van in kippeneieren ge-
TABEL 13. Hemagglutinatie door Sendai-virus na passage in orgaankweken. 
Hemagglutinatietiter 
Sendai-virus gepasseerd in Titer van virus in 
apeniercellen Kippenerythroc. Muizenerythroc. 
Kippenei (Stam uit Leiden) 6,5 ' 20482 2048 
Kippenei (Stam uit Tokyo) 5,7 256 512 
Neus in vitro 4 4 4 
Trachea in vitro 4,2 16 16 
Neus in vivo 4,2 < 2 32 
1
 Log 10 TCIDäo per 0,1 ml. 
2
 Hoogste virusverdunning, die agglutinatie veroorzaakt. 
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groeid virus. Het is echter opmerkelijk, dat virus, dat in vivo in de neus van 
muizen was gepasseerd, hierna niet meer in staat was kippenerythrocyten te 
agglutineren. Wanneer het virus na de passages in vivo één maal in vitro werd 
gepasseerd in kweken van neusfragmenten, was het weer wel in staat kippen-
erythrocyten te agglutineren. 
2. ONDERZOEK NAAR ADAPTATIE VAN SENDAI-VIRUS AAN NEUS 
EN TRACHEA NA PASSAGE IN KWEKEN VAN BEIDE ORGANEN 
Wij hebben vervolgens onderzocht of er na passage van Sendai-virus in kweken 
van neus- of tracheafragmenten adaptatie van het virus aan één van deze or-
ganen was aan te tonen. Voor deze proeven werd gebruik gemaakt van 2 virus-
stammen, die respectievelijk 10 maal bij 330C in kweken van neusfragmenten 
en 10 maal bij 350C in kweken van tracheafragmenten waren gepasseerd. De 
suspensies van beide stammen, die voor de enting werden gebruikt, bevatten 
ongeveer evenveel virus, respectievelijk 103·2 TCIDso en IO3,5 TCID50 per 
0,1 ml. Ter vergelijking werd tevens een Sendai-virusstam onderzocht, die in 
bebroede kippeneieren was gekweekt en IO3,5 TCID50 per 0,1 ml bevatte. De 
virussuspensies werden geënt in kweken van neus- en tracheafragmenten. Er 
werd een onderzoek gedaan met kweken, die bij 33 °C werden geïncubeerd, en 
met kweken, die bij 35°C werden geïncubeerd. De kweken werden gedurende 
20 minuten blootgesteld aan virus. De onderhoudsmedia werden op de 2e, 4e 
en 7e dag na de enting in hun geheel geoogst en onderzocht op virus. Het onder-
zoek werd twee maal met hetzelfde resultaat verricht. De uitkomsten van één 
der proeven zijn weergegeven in tabel 14. 
Vervolgens werd een soortgelijke proef verricht, waarbij de virusopbrengst op 
een andere wijze werd gemeten. Iedere dag werd 0,1 ml uit het medium genomen 
en daarna op virus onderzocht; het medium werd steeds aangevuld met 0,1 ml 
vers medium (hoofdstuk II, paragraaf 5). Voor deze proeven werden eveneens 
suspensies van 2 Sendai-virusstammen gebruikt, die respectievelijk 10 maal in 
kweken van neusfragmenten en 10 maal in kweken van tracheafragmenten wa-
ren gepasseerd; beide suspensies bevatten 103 TCID50 per 0,1 ml. Er werden 
in dit geval geen proeven verricht met een in bebroede kippeneieren gekweekte 
virusstam. De resultaten van het onderzoek zijn weergegeven in tabel 15. 
Uit de tabellen 14 en 15 blijkt, dat er geen noemenswaardig verschil in virus-
opbrengst was tussen kweken van neus- en tracheafragmenten, die waren beent 
met een virusstam, die in kweken van neusfragmenten was gepasseerd. De op-
brengst van virus, dat in kweken van tracheafragmenten was gepasseerd, was 
eveneens ongeveer gelijk in beide soorten orgaankweken. Er waren dus geen 
aanwijzingen dat adaptatie had plaats gevonden. 
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TABEL 14. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van neus- en tracheafragmenten na 
passage in orgaankweken. 
Virustiters op verschillen-
Sendai-virus Enting in Incubatie- de dagen na enting 
gepasseerd in orgaankweek temperatuur 




















 Log 10 TCIDso per 0,1 ml. 
TABEL 15. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van neus- en tracheafragmenten na 
passage in orgaankweken. 
Virustiter op verschillende dagen 
Sendai-virus Enting in Incubatie- na enting 
gepasseerd in orgaankweek temperatuur 
Ie 2e 3e 4e 7e 
< ! ' 2,5 2 4 4,5 4,5 
< 1 2,5 3,5 4,2 4,5 
< 1 2,2 4 4,5 5 
< 1 2,5 3,5 4,5 4,5 
3,5 4,5 4,5 4,5 
3,7 5 5 4,5 
3,2 4,5 5 4,5 
3,5 4,7 5 5 
1
 Minder dan 10 TCIDso per 0,1 ml. 
2
 Log 10 TCIDso per 0,1 ml. 
3. VERMENIGVULDIGING VAN SENDAI-VIRUS IN KWEKEN VAN 
ORGANEN VAN MUIZEN VAN VERSCHILLEND GESLACHT 
Aangezien het uit onderzoekingen bij mensen bekend is dat de gevoeligheid 
voor virusinfectie verband houdt met het geslacht, leek het ons van belang een 
Neus in vitro 
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vergelijkend onderzoek te doen naar de vermenigvuldiging van Sendai-virus in 
kweken van organen, die van mannelijke en vrouwelijke muizen afkomstig wa-
ren. Zowel de mannelijke als de vrouwelijke muizen waren 4 weken oud en wo-
gen 17 tot 19 gram op het tijdstip, waarop de trachea werd verwijderd. Kweken 
van tracheafragmenten van respectievelijk mannelijke en vrouwelijke muizen 
werden beent met een suspensie van Sendai-virus, die IO3·2 TCID50 per 0,1 ml 
bevatte. De kweken werden gedurende 20 minuten aan virus blootgesteld. Het 
onderhoudsmedium werd om de 2 dagen in zijn geheel verwijderd. De proeven 
werden in totaal 4 maal verricht. De uitkomsten zijn weergegeven in tabel 16. 
Daarnaast werd een soortgelijk onderzoek verricht met Sendai-virus, dat 10 
maal in vivo gepasseerd was in de neus van mannelijke of vrouwelijke muizen. 
Voor dit onderzoek werd een suspensie van neusslijmvlies gebruikt (hoofdstuk 
II, paragraaf 4). De suspensie, die afkomstig was van neusslijmvlies van manne-
lijke muizen en 103·8 TCID50 per 0,1 ml bevatte, werd geënt in kweken van or-
ganen van mannelijke en vrouwelijke muizen. De suspensie van neusslijmvlies 
van vrouwelijke muizen, die IO4·2 TCID50 per 0,1 ml bevatte, werd eveneens 
geënt in beide soorten orgaankweken. Het onderhoudsmedium werd op de 4e 
en 7e dag in zijn geheel verwijderdjen getitreerd. Bovendien werd een onderzoek 
ingesteld naar microscopisch waarneembare veranderingen van het trilhaarepi-
theel. Het onderzoek werd twee maal verricht. De resultaten van deze proeven 
zijn weergegeven in tabel 17. 
Er werden in sommige proeven verschillen in virusopbrengst gevonden tussen 
kweken van organen van mannelijke en vrouwelijke muizen. De verschillen 
waren echter slechts gering en niet significant. Bij een onderzoek met behulp 
TABEL 16. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van tracheafragmenten van manne-



























































Log 10 TCID50 per 0,1 ml. 
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TABEL 17. Vermenigvuldiging van twee in vivo in muizen gepasseerde Sendai-virusstammen in 
kweken van tracheafragmenten afkomstig van mannelijke en vrouwelijke muizen 
Virustiter en trilhaaractiviteit op 
verschillende dagen na enting 
Enting 
in trachea 4e dag 7e dag 
afkomstig 
van Virus- Trilhaar- Virus- Trilhaar-
titer activiteit titer activiteit 
+ 2 5,5 + 
+ 5 + 
5,5 + 




+ 5,5 ± 
1
 Log 10 TCID5o per 0,1 ml. 
2
 Trilhaaractiviteit in kweken van tracheafragmenten; + = aanwezig, ± = verminderd; 
— = afwezig. 
van kweken van neusfragmenten van mannelijke en vrouwelijke muizen werd 
evenmin een verschil in virusopbrengst tussen beide soorten orgaankweken ge-
vonden. Deze gegevens zijn niet afzonderlijk m een tabel weergegeven. 
4. VERMENIGVULDIGING VAN SENDAI-VIRUS IN KWEKEN VAN 
ORGANEN VAN MUIZEN VAN VERSCHILLENDE LEEFTIJD 
Aangezien de gevoeligheid voor virusinfecties verband houdt met de leeftijd van 
de besmette individuen, hebben wij vervolgens een vergelijkend onderzoek ver-
richt naar de vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van organen van 
muizen van verschillende leeftijd. 
Soort Inoculum 
orgaan- van Sendai- Proef 




























Voor dit onderzoek werden uitsluitend mannelijke muizen gebruikt, welke res-
pectievelijk 3 dagen, 4 weken en 12 weken oud waren. Wij hebben ons moeten 
beperken tot proeven met kweken van tracheafragmenten, omdat het niet mo-
gelijk was neusfragmenten van 3 dagen oude muizen in kweek te brengen. Twee 
muizen van 3 dagen oud waren nodig voor het aanleggen van één kweek. De 
trachea van ieder der beide muizen werd in 2 fragmenten verdeeld. Eén kweek 
bevatte dus 4 fragmenten. Wij hebben eerst een vergelijkend onderzoek gedaan 
met kweken van tracheafragmenten van 3 dagen oude muizen en van 4 weken 
oude muizen. De kweken werden beent met een suspensie van Sendai-virus, die 
103·5 TCIDso per 0,1 ml bevatte. Ze werden op de gebruikelijke wijze gedurende 
20 minuten aan het virus blootgesteld. Onderhoudsmedia werden op de 2e, 4e, 
6e en 8e dag na de enting in hun geheel geoogst. Het onderzoek werd twee maal 
verricht. De uitkomsten van de gemiddelde virustiters zijn weergegeven in fi-
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FIGUUR 17. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van tracheafragmenten van 3 da-
gen en 4 weken oude muizen. 
Boven : Medium om de 2 dagen in zijn geheel verwijderd. 
Onder: ledere dag werd 0,1 ml medium verwijderd voor onderzoek en vervangen door vers 
medium. 
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TABEL 18. Vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van tracheairagmenten van muizen 



































 Log 10 TCIDso per 0,1 ml. 
Het onderzoek werd herhaald met kweken van tracheafragmenten van muizen, 
welke respectievelijk 3 dagen en 4 weken oud waren. De kweken werden beent 
met een suspensie van Sendai-virus, die 103·2 TCID50 per 0,1 ml bevatte. Ze 
werden eveneens gedurende 20 minuten aan virus blootgesteld. Bij dit onder-
zoek werd het medium, dat op virus werd onderzocht, met in zijn geheel ver-
wijderd, zoals dit geschiedde in de voorgaande proef, maar slechts voor een 
klein deel. ledere dag werd 0,1 ml uit het medium genomen en vervangen door 
0,1 ml vers medium. Het afgenomen medium werd 10 maal verdund in onder-
houdsmedium en daarna bij —50oC bewaard totdat het getitreerd werd. Deze 
werkwijze is uitvoeriger beschreven in hoofdstuk II, paragraaf 5. Het op deze 
wijze uitgevoerde onderzoek werd twee maal met hetzelfde resultaat verricht. 
De uitkomsten van één van beide proeven zijn weergegeven in figuur 17 (onder). 
Het onderzoek werd herhaald met kweken van tracheafragmenten van muizen, 
welke respectievelijk 3 dagen, 4 weken en 12 weken oud waren. De kweken wer-
den beent met een suspensie van Sendai-virus, die 103 TCID50 per 0,1 ml be-
vatte. Op de Ie, 2e, 4e, 6e en 8e dag werd een monster van 0,1 ml uit het medium 
genomen en vervangen door 0,1 ml vers medium. De monsters werden behan-
deld zoals hierboven beschreven is. De uitkomsten van het onderzoek zijn 
weergegeven in tabel 18. 
De virustiters in kweken van tracheafragmenten van 3 dagen oude muizen waren 
gedurende de eerste 3 dagen na enting significant hoger dan die in kweken van 
tracheafragmenten van 4 weken of 12 weken oude muizen. In kweken van tra-
cheafragmenten van 4 weken oude muizen werd gedurende de eerste dagen na 
de enting iets meer virus gevormd dan in kweken van tracheafragmenten van 
12 weken oude muizen. Het verschil was echter niet significant. 
BESCHOUWINGEN 
Uit het onderzoek blijkt, dat Sendai-virusstammen welke 10 maal gepasseerd 
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waren in kweken van neus- of tracheafragmenten hetzelfde agglutinatievermo-
gen vertoonden als Sendai-virusstammen, welke in eieren waren gepasseerd; 
zowel kippen- als muizenerythrocyten werden door het virus geagglutineerd. 
Daarentegen was een Sendai-virusstam, die 10 maal in vivo was gepasseerd in 
de neus van muizen, niet meer in staat kippenerythrocyten te agglutineren, 
echter wel muizenerythrocyten. Deze laatste bevinding komt overeen met de 
waarneming van Matsumoto en medewerkers (1961-1962), dat een Sendai-vi-
russtam, die gepasseerd was in bebroede kippeneieren, een grotere bindingsnei-
ging vertoonde met kippenerythrocyten dan een Sendai-virusstam, die in mui-
zen was gepasseerd. Het agglutinerende vermogen voor kippenerythrocyten van 
de doqr ons in muizen gepasseerde stam kwam terug, nadat het virus één maal 
in kweken van neusfragmenten was gepasseerd. Een verklaring voor dit ver-
schijnsel kunnen wij niet geven. Het is denkbaar, dat de suspensie van neus-
slijmvlies van muizen, die gebruikt werd voor passage en voor het aantonen 
van de hemagglutinerende eigenschappen van het virus, een remmer bevatte 
voor de agglutinatie van kippenerythrocyten en dat deze remmer niet aanwezig 
was in kweken van neus- of tracheafragmenten. 
De proeven met Sendai-virusstammen, die herhaalde malen waren gepasseerd 
in kweken van neusfragmenten of in kweken van tracheafragmenten, wezen er 
niet op, dat het virus zich aan deze organen had geadapteerd. Het is mogelijk, 
dat het aantal passages in orgaankweken te gering was om adaptatie tot stand 
te brengen. In dit verband mag echter worden opgemerkt, dat Hoorn (1966) 
evenmin een toeneming van virusproductie vond na 27 passages van Sendai-
virus in kweken van menselijke embryonale trachea. Jensen en medewerkers 
(1955) vonden, dat de virulentie voor de muis en de vermenigvuldiging van 
Sendai-virus in de longen van besmette muizen niet was toegenomen, nadat het 
virus 29 maal door middel van intranasale enting van longsuspensies in muizen 
was gepasseerd. 
Uit het onderzoek blijkt voorts, dat vermenigvuldiging van Sendai-virus in 
kweken van tracheafragmenten afkomstig van mannelijke muizen niet signifi-
cant verschilde van de vermenigvuldiging van Sendai-virus in overeenkomstige 
kweken, afkomstig van vrouwelijke muizen. 
In kweken van 3 dagen oude muizen werd gedurende de eerste dagen na de 
enting meer virus gevormd dan in kweken van tracheafragmenten van 4 weken 
of 12 weken oude muizen. Deze bevinding stemt overeen met de uitkomsten 
van in vivo-proeven bij muizen met Sendai-virus (Sawicki 1961), Coxsackie 
В I-virus (Heineberg en medewerkers 1964) en Parainfluenzavirus type 3 
(Craighead 1966 a). Sawicki (1961) en Heineberg en medewerkers (1964) heb­
ben aangetoond, dat de verhoogde vermenigvuldiging van virus bij pasgeboren 
muizen gepaard ging met een verminderde productie van interferon. De schrij-
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vers concludeerden, dat de geringere vorming van interferon waarschijnlijk mede 
verantwoordelijk was voor de hogere virustiters. Deze conclusie kon niet door 
Craighead (1966a) bevestigd worden. Het leek ons van belang na te gaan of 
de door ons in orgaankweken gevonden verschillen verband zouden kunnen 
houden met de vorming van interferon. Voor dit onderzoek werden kweken 
van tracheafragmenten gebruikt, die afkomstig waren van 3 dagen, 4 weken en 
12 weken oude muizen. 
Er was op de 2e dag na de enting van virus in kweken van tracheafragmenten, 
die afkomstig waren van 3 dagen oude muizen nagenoeg evenveel interferon 
aanwezig als in kweken van 4 weken oude muizen ; interferon was aantoonbaar 
in medium, dat 1:4 verdund was. In kweken van 12 weken oude muizen werd 
op de 2e dag na de enting van virus interferon aangetoond in medium, dat 1:36 
was verdund. We mogen aannemen, dat het verschil in interferonproductie 
tussen kweken van 3 dagen oude en 12 weken oude muizen significant is. De 
proeven werden tweemaal met ongeveer hetzelfde resultaat herhaald. De uit-
komsten van het onderzoek wijzen erop, dat interferon mogelijk van betekenis 
is voor de geringere opbrengst van virus in kweken van 12 weken oude muizen. 
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HOOFDSTUK V 
O N D E R Z O E K NAAR DE V E R M E N I G V U L D I G I N G VAN 
I N F L U E N Z A A-VIRUS EN P A R A I N F L U E N Z A V I R U S 
T Y P E 1 EN 3 IN K W E K E N VAN M U I Z E N O R G A N E N 
Voor onze onderzoekingen naar de vermenigvuldiging van Sendai-virus in or-
gaankweken hebben wij organen van muizen gebruikt, omdat de muis de na­
tuurlijke gastheer voor Sendai-virus is. Het leek ons van belang om ter verge­
lijking ook nog enkele proeven te verrichten met andere virussen, die niet van 
nature bij muizen voorkomen. Wij hebben hiervoor enkele virussen gekozen, 
die bij de mens worden aangetroffen en evenals Sendai-virus tot de myxovirus-
sen behoren, namelijk influenza Аг- ігш (stam Botting) en Parainfluenzavirus 
type 1 en 3. Influenza A-virussen kunnen aan muizen worden geadapteerd en 
zijn na adaptatie in staat om onder meer necrose van trachea- en bronchusepi-
theel te veroorzaken (van Tongeren 1951, Stuart Harris 1953). Onderzoek naar 
het gedrag van Parainfluenzavirus type lin kweken van muizenorganen leek van 
belang, omdat dit virus immunologisch nauw verwant is aan Sendai-virus. De 
meeste onderzoekers nemen aan, dat beide virussen tot één immunologisch type 
behoren (Sonderkamp 1965). Parainfluenzavirus type 3 is eveneens immunolo-
gisch verwant aan Sendai-virus, zij het in geringere mate dan type 1, en is om 
deze reden in ons onderzoek opgenomen. 
Wij hebben eerst een vergelijkend onderzoek verricht naar de vermenigvuldi-
ging van Sendai-virus en van influenza A-virus in kweken van neus- en trachea-
fragmenten. Muizen, die voor dit onderzoek werden gebruikt, bezaten geen 
hemagglutinatieremmende antilichamen tegen Sendai-virus of influenza A-virus. 
Wij hebben gebruik gemaakt van virusstammen, die waren gekweekt in be-
broede kippeneieren. De influenzavirusstam was 12 maal gepasseerd in be-
broede kippeneieren. Voordien was de stam 20 maal in muizen gepasseerd. 
Kweken van neusfragmenten werden geïncubeerd bij 330C, kweken van trachea-
fragmenten bij 350C. De kweken werden beent met een suspensie van Sendai-
virus, die IO35 TCIDso per 0,1 ml bevatte, of met een suspensie van influenza 
A-virus, die eveneens IO3·5 TCIDso per 0,1 ml bevatte. Op de 2e dag na de 
enting werd voor het eerst het onderhoudsmedium verwijderd en op virus on-
derzocht; het medium werd in zijn geheel afgenomen. Vervolgens werd op de 
4e, 6e en 8e dag na de enting het onderhoudsmedium in zijn geheel verwijderd 
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en op virus onderzocht. Alle titraties van virus werden in één proef verricht. 
Het onderzoek werd 3 maal met hetzelfde resultaat verricht. De resultaten van 
één van de proeven zijn weergegeven in figuur 18. Door middel van de hemad-
sorptieremmingsreactie in kweken van apeniercellen, die gebruikt werden voor 
de titraties, kon worden aangetoond, dat Sendai-virus en influenza A-virus in 
het onderhoudsmedium van orgaankweken identiek waren aan de virusstam-
men, waarmede de kweken waren beent. 
Het bleek, dat in beide soorten orgaankweken de opbrengst van Sendai-virus 
groter was dan die van influenza A-virus. De proeven wekten de indruk, dat 
de vermenigvuldiging van influenza A-virus in kweken van neusfragmenten la-
ter op gang kwam dan in kweken van tracheafragmenten. De trilhaaractiviteit 
in kweken van neusfragmenten, welke beent waren met influenza A-virus, bleef 
gedurende het gehele onderzoek ongestoord; wel was er vanaf de 6e dag na de 
enting een geringe necrose van het epitheel waarneembaar. De trilhaaractiviteit 
van tracheafragmenten was 2 dagen, nadat hierin influenza A-virus was geënt, 
duidelijk verminderd. Bovendien trad in deze kweken necrose van het epitheel 
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FIGUUR 19. Vermenigvuldiging van Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 en 3 in kweken 
van neus- en tracheafragmenten. 
op, waarbij epitheelcellen werden afgestoten. Vanaf de 4e dag na de enting her­
stelde de trilhaaractiviteit zich; de verschijnselen van epitheelnecrose namen 
eveneens af. 
Wij hebben vervolgens een vergelijkend onderzoek verricht naar de vermenig­
vuldiging van Sendai-virus, Parainfluenzavirus type 1 en Parainfluenzavirus 
type 3 in kweken van neus- en tracheafragmenten. Muizen, die voor dit onder­
zoek werden gebruikt, bezaten geen hemagglutinatieremmende antilichamen 
tegen Sendai-virus en Parainfluenzavirus type 1 en 3. Het onderzoek werd op 
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dezelfde wijze verricht als het onderzoek met influenza A-virus. De kweken 
werden beent met suspensies, die ongeveer evenveel virus bevatten (103-103·5 
TCIDjoperO,! ml). Het onderzoek werd drie maal met hetzelfde resultaat ver-
richt. De resultaten van één van de proeven zijn weergegeven in figuur 19. Door 
middel van de hemadsorptieremmingsreactie kon worden aangetoond, dat virus 
(Sendai-virus, Parainfluenzavirus type 1 en type 3) in het onderhoudsmedium 
van orgaankweken identiek was aan de virusstammen, waarmede de kweken 
waren beent. Bij het onderzoek bleek, dat antiserum tegen Sendai-virus hemad-
sorptieremming veroorzaakte in kweken, die met Sendai-virus waren beent en 
in kweken, die beent waren met Parainfluenzavirus type 1. Hemadsorptierem-
ming met antiserum tegen Parainfluenzavirus type 1 werd alleen waargenomen 
in kweken, die beent waren met Parainfluenzavirus type 1. 
Ook uit deze proeven bleek, dat de opbrengst van Sendai-virus het grootste was. 
Dit gold voor beide soorten orgaankweken. Kweken van neus- en tracheafrag-
menten, welke met Sendai-virus waren beent, vertoonden vanaf de 4e dag na 
de enting een duidelijke vermindering van trilhaaractiviteit, welke gepaard ging 
met destructie van het trilhaarepitheel, waaruit necrotische epitheelcellen wer-
den afgestoten. In kweken van neus- en tracheafragmenten, welke beent waren 
met Parainfluenzavirus type 1, werden daarentegen geen afwijkingen wat betreft 
trilhaaractiviteit en morfologie van het trilhaarepitheel waargenomen, evenmin 
in kweken van tracheafragmenten, welke met Parainfluenzavirus type 3 waren 
beent. Alleen in kweken van neusfragmenten, welke beent waren met Parain-
fluenzavirus type 3, was vanaf de 4e tot de 6e dag na de enting een geringe de-
generatie van het trilhaarepitheel waarneembaar. Een beperkt aantal necroti-
sche epitheelcellen was afgestoten; de trilhaaractiviteit was overigens onge-
stoord. 
Figuur 19 laat verder zien, dat er in kweken van neusfragmenten meer Para-
influenzavirus type 1 en 3 werd gevormd dan in kweken van tracheafragmenten. 
Vooral wat betreft Parainfluenzavirus type 1, was het verschil duidelijk. 
BESCHOUWINGEN 
Uit het onderzoek blijkt, dat ook influenza A-virus zich in kweken van muizen-
organen kon vermenigvuldigen, hoewel de titers in deze kweken vrij laag bleven. 
Het is mogelijk dat de influenza virusstam, die voor deze proeven was gebruikt, 
onvoldoende aan muizenweefsel was aangepast. In vivo-proeven bij muizen 
hebben aangetoond, dat influenza A-virus, dat door vele passages aan de muis 
is aangepast, zich in sterke mate vermenigvuldigt in de luchtwegen en longen 
van deze dieren; in deze organen werden hoge titers van influenza A-virus ge-
vonden (Stuart Harris 1953, lida en Bang 1962). 
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Parainfluenzavirus type 1 bleek in tegenstelling tot het in immunologisch op-
zicht nauw verwante Sendai-virus zich vrij slecht te vermenigvuldigen in kwe-
ken van muizenorganen en veroorzaakte in deze kweken geen veranderingen 
van het trilhaarepitheel. Hoorn (1966) verrichtte onderzoek naar de vermenig-
vuldiging van Parainfluenzavirus type 1 en Sendai-virus in kweken van mense-
lijke embryonale trachea. Parainfluenzavirus type 1 vermenigvuldigde zich zeer 
goed in deze kweken (virusopbrengst van 107·0 TCID50 per ml) en veroorzaakte 
destructie van het trilhaarepitheel, wanneer het enkele malen in deze kweken 
werd gepasseerd. Daarentegen vermenigvuldigde Sendai-virus zich slecht in 
kweken van menselijke embryonale trachea (virusopbrengst van IO3 TCID50 
per ml) en veroorzaakte pas na een lange incubatieperiode geringe afwijkingen 
van het trilhaarepitheel. Sendai-virus vermenigvuldigt zich wel goed in kweken 
van tracheafragmenten van fretten en veroorzaakt hierin destructie van het tril-
haarepitheel (Tyrrell en Hoorn 1965). Deze waarneming kan worden verklaard 
door de omstandigheid, dat de fret gevoelig is voor Sendai-virus (Jensen en 
medewerkers 1955). Het is bekend, dat Parainfluenzavirus type 1 én Sendai-vi-
rus zich goed vermenigvuldigen in kweken van Hela-cellen en apeniercellen 
(Heath en Tyrrell 1958, Dick en medewerkers 1961, Fukumi en Nishikawa 
1961). Uit het onderzoek van Hoorn (1966) en onze waarnemingen blijkt ech-
ter, dat Parainfluenzavirus type 1 en Sendai-virus zich bij voorkeur vermenig-
vuldigen in orgaankweken, afkomstig van die 'gastheer', welke ook in vivo ge-
voelig is voor het desbetreffende virus. Met behulp van orgaankweken is het 
mogelijk de aan een species gebonden gevoeligheid voor bepaalde virussen in 
vitro te onderzoeken. 
Het onderzoek toonde aan, dat Parainfluenzavirus type 3 zich in beperkte mate 
kon vermenigvuldigen in kweken van neus- en tracheafragmenten van muizen. 
Deze waarnemingen zijn in overeenstemming met de bevindingen van Craig-
head (1966a). Deze onderzoeker vond geen ziekteverschijnselen bij muizen, die 
intranasaal met Parainfluenzavirus type 3 waren besmet. Het virus vermenig-
vuldigde zich wel bij deze dieren. Enkele dagen na besmetting was het virus aan 
te tonen in de neus en de longen van muizen. 
In hoofdstuk I hebben wij enkele toepassingen van de methode van orgaan-
kweek aangegeven. Kweken van menselijke neus- en tracheafragmenten werden 
gebruikt voor isolatie van virussen (Tyrrell en Bynoe 1965, Hoorn en Tyrrell 
1966). De rhinovirussen, die door middel van deze orgaankweken werden af-
gezonderd, bleken zich niet te vermenigvuldigen in celkweken van menselijke 
embryonale niercellen of diploide cellen. Uit de litteratuur is het verder bekend, 
dat de virulentie van parainfluenzavirusstammen, welke bij patiënten waren ge-
ïsoleerd, afnam wanneer de stammen enige malen in celkweken werden gepas-
seerd. De virulentie werd gemeten door middel van proeven op vrijwilligers 
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(Tyrrell en medewerkers 1959, Johnson en medewerkers 1963). Voor zover ons 
bekend zijn er géén proeven op vrijwilligers uitgevoerd met Parainfluenzavirus, 
dat in orgaankweken was gepasseerd. Er is wel onderzoek bij vrijwilligers ver-
richt met rhinovirussen, die enkele malen in orgaankweken van menselijke em-
bryonale neus- of tracheafragmenten waren gepasseerd. Het bleek, dat hierna 
de virulentie niet veranderd was (Hoorn en medewerkers 1966). Toepassing van 
de methode van orgaankweek biedt de mogelijkheid factoren, die een rol spelen 
bij virulentieveranderingen van virussen, nader te bestuderen. 
SAMENVATTING 
Orgaankweken van neus-, trachea- en longfragmenten van muizen werden ge-
bruikt voor proeven met Sendai-virus. Wij hebben een onderzoek ingesteld naar 
de betekenis van het milieu voor de vermenigvuldiging van virus in deze kweken 
en naar de invloed van eigenschappen van de gastheer (leeftijd en geslacht van 
de muis, waarvan organen werden gebruikt) op de virusvermenigvuldiging. Bo-
vendien hebben wij nagegaan of Sendai-virus kon worden gepasseerd in orgaan-
kweken van neus-, trachea- en longfragmenten van muizen en hieraan kon wor-
den geadapteerd. 
Orgaankweken van neus-, trachea- en longfragmenten van muizen werden aan-
gelegd volgens de methode, die door Hoorn en Tyrrell (1965) is beschreven. 
Kweken van neus- en tracheafragmenten behielden tenminste 10 dagen hun 
trilhaaractiviteit. De trilhaaractiviteit werd door middel van microscopisch on-
derzoek waargenomen. Door middel van histologisch onderzoek kon worden 
aangetoond, dat er gedurende de periode van onderzoek (8 dagen) geen dedif-
ferentiatie optrad in kweken van neus- en tracheafragmenten; in kweken van 
longfragmenten traden na enkele dagen degeneratieve veranderingen op. In 
kweken, die voorzien waren van onderhoudsmedium, waaraan bovine albumine 
in een eindconcentratie van 0,2% was toegevoegd, werden hogere titers van 
Sendai-virus gevonden dan in kweken welke met onderhoudsmedium zonder 
bovine albumine werden aangehouden. Er was geen verschil in virusopbrengst 
tussen orgaankweken, die met Tissue Culture medium 199 werden aangehou-
den, en orgaankweken, die van Eagle's medium waren voorzien. Het virus werd 
binnen korte tijd door de cellen geabsorbeerd. Wanneer kweken van trachea-
fragmenten gedurende 5 minuten aan Sendai-virus werden blootgesteld, werd 
reeds voldoende virus geabsorbeerd om duidelijke vermenigvuldiging in de kwe-
ken te kunnen aantonen. 
Er bestond een verband tussen de incubatietemperatuur van orgaankweken en 
de opbrengst van Sendai-virus hierin. In kweken van neusfragmenten werden 
de hoogste titers gevonden bij een temperatuur van 33 0C, in kweken van tra-
cheafragmenten bij een temperatuur van 350C. Het is mogelijk dat deze bevin-
dingen verband houden met de omstandigheid, dat in vivo de temperatuur in 
de neus 320C tot 330C en in de trachea ongeveer 350C bedraagt. Misschien is 
interferon hierbij ook van betekenis. Wij konden aantonen, dat kweken van 
78 
neusfragmenten, welke bij 35°C werden geïncubeerd, gedurende de eerste 2 da-
gen na enting met Sendai-virus meer interferon produceerden dan kweken, 
welke bij 330C werden geïncubeerd. Het was opvallend, dat de opbrengst van 
Sendai-virus in kweken van longfragmenten veel geringer was dan die in kweken 
van neus- of tracheafragmenten. De titers van Sendai-virus in kweken van 
longfragmenten waren gelijk aan de titers in kweken van oesophagusfragmen-
ten, welke enkele malen ter vergelijking werden gebruikt. 
Er waren aanwijzingen, dat - onder bepaalde omstandigheden - de opbrengst 
van Sendai-virus in kweken van tracheafragmenten afhankelijk was van de con-
centratie van de virussuspensie, waarmede de kweken werden beent. Er be-
stond geen recht evenredig verband tussen de concentratie van het virus-ino-
culum en grootte van de virusopbrengst. Er werd in sommige gevallen in kwe-
ken, welke met een sterk verdunde virussuspensie waren beent, een even grote 
of grotere virusopbrengst gevonden dan in kweken, welke met meer geconcen-
treerde virussuspensies waren beent. Ook de pH van het onderhoudsmedium 
was van betekenis. Wanneer de pH - in plaats van op 7,1 tot 7,2 - op 6,8 tot 
6,9 werd gebracht door de concentratie natriumbicarbonaat te verminderen, 
was de opbrengst van Sendai-virus gedurende de eerste 3 dagen na de enting 
verlaagd. Er waren geen aanwijzingen dat interferon hierbij van betekenis was; 
de productie van interferon in deze kweken was gedurende de eerste 3 dagen 
niet veranderd. Het zuurstofgehalte van het gasmengsel bleek geen invloed te 
hebben op de opbrengst van Sendai-virus in kweken van trachea- of longfrag-
menten. Alle kweken werden daarom steeds geplaatst in een gasmengsel van 
5 % C0 2 in lucht. 
Histologisch onderzoek toonde aan, dat er in kweken van neus- en tracheafrag-
menten, die met Sendai-virus waren beent, degeneratieve veranderingen van 
het trilhaarepitheel optraden, terwijl necrotische cellen werden afgestoten. Door 
onderzoek met behulp van de immunofluorescentiereactie kon worden aange-
toond, dat het Sendai-virusantigeen zich in het trilhaarepitheel van de orgaan-
kweken bevond. Sendai-virus kon in orgaankweken van neus- en tracheafrag-
menten worden gepasseerd. Na 10 passages bleek het virus zich echter niet aan 
deze kweken te hebben geadapteerd. Er was geen noemenswaardig verschil in 
virusopbrengst tussen kweken van neus- en tracheafragmenten, die waren be-
ent met een virusstam, die 10 maal in kweken van neusfragmenten was ge-
passeerd. De opbrengst van virus, dat 10 maal in kweken van tracheafragmen-
ten was gepasseerd, was eveneens gelijk voor beide soorten orgaankweken. 
De vermenigvuldiging van Sendai-virus in kweken van neusfragmenten, die 
afkomstig waren van mannelijke muizen, verschilde niet significant van de ver-
menigvuldiging van Sendai-virus in kweken van tracheafragmenten, die afkom-
stig waren van vrouwelijke muizen. Daarentegen bestond er wel een verband 
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tussen de leeftijd van de muizen, waarvan organen werden gebruikt, en de op-
brengst van Sendai-virus hierin. In kweken van tracheafragmenten van 3 dagen 
oude muizen werd gedurende de eerste 3 dagen na de enting meer virus gevormd 
dan in kweken van tracheafragmenten van 4 en 12 weken oude muizen. Er 
werd in kweken van tracheafragmenten van 3 dagen oude muizen minder inter-
feron geproduceerd dan in kweken van tracheafragmenten van 12 weken oude 
muizen. 
Uit een vergelijkend onderzoek naar de vermenigvuldiging van Sendai-virus, 
Parainfluenzavirus type 1 en 3 en influenza A-virus in kweken van neus- en 
tracheafragmenten van muizen bleek, dat de opbrengst van Sendai-virus in deze 
kweken duidelijk het grootste was. Parainfluenzavirus type 1, dat immunolo-
gisch zeer nauw verwant is aan Sendai-virus, vermenigvuldigde zich in geringe 
mate in kweken van orgaanfragmenten van muizen. 
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S U M M A R Y 
Organ cultures of fragments of the nose, trachea and lung of mice were used 
for experiments with Sendai virus. A study was made of the importance of the 
medium in regard to the multiplication of the virus in these cultures and of the 
influence of the properties of the host (age and sex of the mouse whose organs 
are used) on the viral multiplication. It was further determined whether pas-
sage of the Sendai virus in organ cultures of mouse nose, trachea and lung 
fragments was possible and whether the virus could be adapted to these cul-
tures. Organ cultures of nasal, tracheal and pulmonary fragments of mice were 
made according to the method described by Hoorn and Tyrrell (1965). Cul-
tures of nasal and tracheal fragments retained their ciliary activity for at least 
10 days. The ciliary activity was observed by microscopical examination. His-
tological examination revealed that no dedifferentiation occurred in cultures of 
nasal and tracheal fragments in the course of the examination period (8 days); 
in cultures of pulmonary fragments, degenerative alterations were seen after a 
few days. In cultures supplied with a maintenance medium to which bovine 
albumin had been added to an ultimate concentration of 0.2 %, higher titres of 
Sendai virus were found than in cultures supplied with a medium without bo-
vine albumin. There was no difference in virus yield between organ cultures 
maintained with Tissue Culture medium 199 and organ cultures supplied with 
Eagle's medium. The virus was absorbed rapidly by the cells. When cultures 
of tracheal fragments were exposed to Sendai virus for 5 minutes, sufficient 
virus was adsorbed to bring about a demonstrable multiplication in the cul-
tures. A correlation could be observed between the incubation temperature of 
organ cultures and the yield of Sendai virus in these cultures. In cultures of 
nasal fragments, the highest titres were found at a temperature of 330C., in 
cultures of tracheal fragments at a temperature of 35 °C. These findings are 
possibly connected with the fact that in vivo the temperature in the nose is 32 
to 330C. and that in the trachea approx. 35°C. Interferon may also play a part 
in this connection. We were able to demonstrate that cultures of nasal frag-
ments, incubated at 35°C., produced more interferon during the first two days 
after inoculation with Sendai virus than those incubated at 33CC. An interesting 
finding was that the yield of Sendai virus was much less in cultures of pulmo-
nary fragments than in cultures of nasal and tracheal fragments. The titres of 
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Sendai virus in cultures of pulmonary fragments were the same as the titres in 
cultures of oesophageal fragments, which were used a few times for purposes 
of comparison. 
There was evidence that under certain conditions the yield of Sendai virus in 
cultures of tracheal fragments depended on the concentration of the virus sus-
pension with which the cultures were inoculated. There was no direct correla-
tion between the concentration of the viral inoculum and the virus yield. The 
virus yield in cultures inoculated with a strongly diluted virus suspension were 
sometimes as large or larger than those in cultures inoculated with a more con-
centrated virus suspension. The pH of the medium was also of importance. If 
the pH was changed from 7.1-7.2 to 6.8-6.9, by decreasing the concentration 
of sodium bicarbonate, the yield of Sendai virus was decreased during the first 
3 days after the inoculation. There was no evidence that interferon played a 
part in this respect; the production of interferon in these cultures was not 
changed during the first 3 days. The oxygen concentration of the gas mixture 
proved to exert no influence on the yield of Sendai virus in cultures of tracheal 
or pulmonary fragments. Accordingly, all cultures were always kept in a gas 
mixture of air with 5 % CO2. 
Histological study revealed that in cultures of nasal and tracheal fragments 
inoculated with Sendai virus, there developed degenerative alterations of the 
ciliary epithelium, while necrotic cells were desquamated from the epithelium. 
It could be shown with the aid of the immuno-fluorescence test that the Sendai 
virus antigen was present in the ciliary epithelium of the organ cultures. Pas-
sage of Sendai virus in organ cultures of nasal and tracheal fragments was 
found to be possible. However, after ten passages, the virus proved not to have 
been adapted to these cultures. There was no significant difference in virus 
yields between cultures of nasal and tracheal fragments that had been inocula-
ted with a virus strain that had undergone ten passages in cultures of nasal 
fragments. The yield of virus that had undergone ten passages in cultures of 
tracheal fragments was also approximately the same for the two types of organ 
cultures. 
The growth of Sendai virus in cultures of tracheal fragments originating from 
male mice did not differ significantly from the growth of Sendai virus in cul-
tures of tracheal fragments originating from female mice. On the other hand, 
there was a correlation between the age of the mice whose organs were used, 
and the yield of Sendai virus in the cultures. In cultures of tracheal fragments 
of 3 days old mice, more virus was formed during the first 3 days after the ino-
culation than in cultures of tracheal fragments of mice aged 4 and 12 weeks. 
In cultures of tracheal fragments of 3 days old mice, less interferon was pro-
duced than in cultures of tracheal fragments of mice aged 12 weeks. 
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A comparative study of the growth of Sendai virus, parainfluenza virus types 1 
and 3 and influenze A virus in cultures of nasal and tracheal fragments of mice 
showed that the yield of Sendai virus in these cultures was highest. Parain-
fluenza virus type 1 which immunologically is closely related to Sendai virus 
multiplied to a slight degree in cultures of organ fragments of mice. 
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S T E L L I N G E N 
I 
De aan een species gebonden gevoeligheid voor bepaalde virussen kan door 
middel van orgaankweken in vitro worden bepaald. 
II 
Het is mogelijk met behulp van orgaankweken virulentieveranderingen van 
virussen vast te stellen. 
III 
Intra-uteriene infectie door bofviras speelt een rol in de Pathogenese van 
primaire fibroelastosis van het endocard. 
Geme J. W. e.m. (1966), New Engl. J. Med. 275, 339-346. 
IV 
Het gebruik van boorzuur is op grond van zijn toxische eigenschappen 
voor geen enkel therapeutisch doel gerechtvaardigd. 
van Proosdij-Hartzema E. G. (1966), Nederl. T. Geneesk. 110,2291-2297. 
V 
De opvatting, dat isospora hominis een ongewone darmparasiet voor de 
mens is, blijkt voor Nederland niet juist te zijn. 
Laarman J. J. (1964), Ned. T. Geneesk. /03, 1292. 
VI 
De milt neemt een belangrijke plaats in bij de synthese van interferon. 
Fruitstone M. J. e.m. (1966), Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 122, 1008-1011. 
VII 
Een nauwe samenwerking tussen huisartsen en andere werkers in de eerste 
linie van de gezondheidszorg is met name op het platteland gewenst. 

Vili 
Bij het onderzoek naar perifere vaatafsluiting aan de benen verdient aorto-
grafie de voorkeur boven femoralis arteriografie. 
Cockett F. B. e.m. (1963), Brit. Med. J. 1963 I, 353-360. 
IX 
Patiënten, die abnormaal gevoelig zijn voor infecties, dienen te worden 
verpleegd volgens een methode analoog aan de „germ free" techniek. 
X 
Bij de beslissing het drinkwater te fluorideren dient het tekort aan tand-
artsen in Nederland in aanmerking te worden genomen. 
F. Th. С WILLEMS Nijmegen, 16 juni 1967. 


